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I N T R O D U C T I O N  
B a c t e r i a  o f  t h e  g e n u s  R h i  z o b i  u m  a r e  g r a m - n e g a t i v e ,  
h e t e r o t r o p h i c ,  n o n - s p o r e - f o r m i n g  r o d s  t h a t  a r e  c a p a b l e  o f  
i n v a d i n g  t h e  r o o t s  o f  l e g u m i n o u s  p l a n t s  a n d  f o r m i n g  
s p e c i a l i z e d  s t r u c t u r e s  c a l l e d  r o o t  n o d u l e s .  W i t h i n  t h e  r o o t  
n o d u l e s ,  s o m e  p l a n t  c e l l s  a r e  i n h a b i t e d  b y  e n d o s y m b i o t i c  
f o r m s  o f  t h e  b a c t e r i a  a n d  i t  i s  w i t h i n  t h e s e  s p e c i a l i z e d  
c e l l s  t h a t  n i t r o g e n  ( N 2 )  i s  r e d u c e d  i n t o  a m m o n i a  ( N H 3 ) ,  
w h i c h  t h e  h o s t  p l a n t  c a n  u s e  a s  a  n u t r i e n t .  T h e  p l a n t ,  i n  
r e t u r n ,  s u p p l i e s  t h e  b a c t e r i a  w i t h  n u t r i e n t s  a n d  a n  
e c o l o g i c a l  n i c h e .  
T r a d i t i o n a l l y ,  R h i z o b i u m  s p e c i e s  h a v e  b e e n  c l a s s i f i e d  
b a s e d  o n  h o s t  i n f e c t i v i t y  c o u p l e d  w i t h  c e r t a i n  b i o c h e m i c a l  
c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  t h e  g e n u s  R h i  z o b i  u m  h a s  b e e n  i n f o r m a l l y  
d i v i d e d  i n t o  t w o  g r o u p s ;  t h e  f a s t - g r o w e r s ,  c h a r a c t e r i z e d  b y  
d o u b l i n g  t i m e s  o f  2 - 4  h o u r s ,  a n d  t h e  s l o w - g r o w e r s ,  w i t h  
d o u b l i n g  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  6  h o u r s .  T h e  s l o w - g r o w e r s  
t y p i c a l l y  i n c l u d e d  R _ ^  j a p o n i  c u m  ( s o y b e a n s ) ,  ^  l u p i n i  
( l u p i n ) ,  a n d  R h i  z o b i  u m  s p p .  ( c o w p e a  m i s c e l l a n y ) .  T h e  f a s t -
g r o w e r s  i n c l u d e d  ^  t r i  f o l i  i  ( c l o v e r ) ,  ^  1 e q u m i  n o s a r u m  
( p e a ) ,  R ^  p h a s e o l i  ( b e a n ) ,  a n d  ^  m e l i l o t i  ( a l f a l f a ) .  T h i s  
s e p a r a t i o n  h a s  b e c o m e  m o r e  f o r m a l  a n d  t h e  s l o w - g r o w i n g  
R h i z o b i u m  h a v e  b e e n  r e c l a s s i f i e d  i n  t h e  g e n u s  B r a d y r h i z o b i  u m ,  
w h i c h  i n c l u d e s  a l l  s l o w - g r o w i n g  s p e c i e s  r e g a r d l e s s  o f  h o s t  
s p e c i f i c i t y  ( J o r d a n ,  1 9 8 2 ) .  R e c e n t l y ,  s e v e r a l  s t r a i n s  o f  
2  
f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  t h a t  a r e  a b l e  t o  m o d u l a t e  s o y b e a n s  
w e r e  d i s c o v e r e d  i n  t h e  P e o p l e ' s  R e p u b l i c  o f  C h i n a  ( K e y s e r  e t  
a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h e s e  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n s  a r e  c l a s s i f i e d  i n  t h e  
g e n u s  R h i z o b i u m ,  a n d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  f a s t -
g r o w i n g  ^  j a p o n i  c u m  s t r a i n s  b e  r e n a m e d  R _ ^  f r e d i  i  ( S c h o l i a  
a n d  E l k a n ,  1 9 8 4 ) .  A l l  o f  t h e  f a s t - g r o w i n g  R _ ^  j a p o n i c u m  
s t r a i n s  f o r m  a n  e f f e c t i v e  s y m b i o t i c  r e l a t i o n s h i p  w i t h  t h e  
s o y b e a n  c u l t i v a r  P e k i n g ,  b u t  g e n e r a l l y  a r e  i n e f f e c t i v e  w i t h  
c o m m o n  N o r t h  A m e r i c a n  s o y b e a n  c u l t i v a r s  ( K e y s e r  e t  a l . ,  
1 9 8 2 ) .  O n e  e x c e p t i o n  i s  R _ ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1 ,  w h i c h  
f o r m s  a n  e f f e c t i v e  r e l a t i o n s h i p  o n  s e v e r a l  N o r t h  A m e r i c a n  
c u l t i v a r s  ( H a t t o r i  a n d  J o h n s o n ,  1 9 8 4 ;  H e r o n  a n d  P u e p p k e ,  
1 9 8 4 ;  J a n s e n  v a n  R e n s b u r g  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  S t o w e r s  a n d  E a g l e s h a m ,  
1 9 8 4 ;  D u T e a u  a n d  A t h e r l y ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ,  D e p t .  o f  
G e n e t i c s ,  I o w a  S t a t e  U n i v . ,  A m e s ,  l A ) ,  
O n e  c h a r a c t e r i s t i c  f e a t u r e  a m o n g  a l m o s t  a l l  o f  t h e  
R h i z o b i a  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  l a r g e  ( > 1 0 0  m e g a d a l t o n )  p l a s m i d s .  
M o s t  o f  t h e s e  l a r g e  p l a s m i d s  c o n t a i n  n o d u l a t i o n  a n d  n i t r o g e n  
f i x a t i o n  g e n e s  a n d  a r e  c a l l e d  s y m b i o t i c  ( S y m )  p l a s m i d s  
( H o m b r e c h e r  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  J o h n s t o n  e t  
a l . ,  1 9 7 8 ) .  W h e n  t r a n s f e r r e d  t o  o t h e r  R h i z o b i a  o r  
A q r o b a c t e r i  u m .  t h e s e  S y m  p l a s m i d s  a r e  a b l e  t o  c o n f e r  n e w  h o s t  
r a n g e  s p e c i f i c i t y .  J o h n s t o n  e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  t r a n s f e r r e d  a  
p l a s m i d  f r o m  R _ ^  1  e q u m i  n o  s a r u m  t o  s t r a i n s  o f  ^  t r i  f o l  i  i  a n d  
R •  p h a s e o l i  a n d  t h e s e  t r a n s c o n j u g a n t  s t r a i n s  w e r e  a b l e  t o  
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n o d u l a t e  p e a s  a s  w e l l  a s  t h e i r  n o r m a l  h o s t s ,  H o o y k a a s  e t  a l .  
( 1 9 8 1 )  e l i m i n a t e d  a  p l a s m i d  f r o m  a  s t r a i n  o f  R _ ^  t r i  f o l  i  i  a n d  
t h e s e  c u r e d  s t r a i n s  w e r e  u n a b l e  t o  n o d u l a t e  c l o v e r .  W h e n  
t h i s  p l a s m i d  w a s  t r a n s f e r r e d  b a c k  t o  t h e  c u r e d  s t r a i n  o r  t o  
a n  A q r o b a c t e r i  u m  s t r a i n ,  t h e s e  b a c t e r i a  w e r e  t h e n  a b l e  t o  
f o r m  n o d u l e s  o n  c l o v e r .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  
t r a n s m i s s i b l e  S y m  p l a s m i d s  c o n t r o l  h o s t  s p e c i f i c i t y  a s  w e l l  
a s  n o d u l a t i o n  a b i l i t y .  M o s t  o f  t h e  s l o w - g r o w i n g  
B r a d y r h i z o b i  u m  a l s o  c o n t a i n  l a r g e  p l a s m i d s ;  h o w e v e r ,  n e i t h e r  
n o d u l a t i o n  o r  n i t r o g e n  f i x a t i o n  f u n c t i o n s  h a v e  b e e n  l o c a l i z e d  
t o  t h e s e  p l a s m i d s  ( M a s t e r s o n  e t  a l . ,  J .  B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) .  
I n d e e d ,  n i  f  g e n e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  c h r o m o s o m a l l y  l o c a t e d  
i n  s e v e r a l  B r a d y r h i  z o b i  u m  s p e c i e s  ( M a s t e r s o n  e t  a l . ,  J .  
B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) .  T h e  s t r u c t u r a l  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  n i  f  
g e n e  c l u s t e r  i n  ^  j a p o n i c u m  i s  d i f f e r e n t  f r o m  R h i z o b i u m .  I n  
R .  m e l i l o t i ,  t h e  n i f H D K  g e n e s  a r e  c l u s t e r e d  o n  o n e  o p e r o n  
( C o r b i n  e t  a l . ,  1 9 8 2  ) ,  b u t  i n  ^  j a p o n i  c u m  s t r a i n  1 1 0 ,  t h e  
n i  f H  a n d  t h e  n i f P K  a r e  o n  s e p a r a t e  o p é r o n s  ( A d a m s  e t  a l . ,  
1 9 8 4 ;  K a l u z a  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  A l m o s t  n o t h i n g  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  
o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  n o d  g e n e s  i n  ^  j a p o n i  c u m ;  h o w e v e r  S u t t o n  
e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  h a v e  c l o n e d  E c o R I  f r a g m e n t s  f r o m  ^  j a p o n i  c u m  
s t r a i n s  1 2 2  a n d  1 1 0  e n c o d i n g  r o o t  h a i r  c u r l i n g ,  a n  e a r l y  s t e p  
i n  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s .  
T h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s  w h e r e b y  t h e  b a c t e r i u m  u n d e r g o e s  a  
t r a n s i t i o n  f r o m  a  f r e e - l i v i n g  s t a t e  t o  a  s y m b i o t i c  s t a t e  i s  
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n o t  c o m p l e t e l y  u n d e r s t o o d .  O n e  o f  t h e  m o s t  c r u c i a l  e v e n t s  t o  
e s t a b l i s h  a  R h  i  z o b i  u m - 1 e q u m e  s y m b i o s i s  i s  t h e  p e n e t r a t i o n  o f  
r h i z o b i a  i n t o  t h e  p l a n t  c e l l .  T h i s  c a n  o c c u r  b y  t w o  m e t h o d s ;  
( 1 )  v i a  a  h o s t  r o o t  h a i r  o r  ( 2 )  t h r o u g h  o p e n i n g s  w h i c h  a r i s e  
d u e  t o  l a t e r a l  r o o t  e m e r g e n c e  ( V e r m a  a n d  L o n g ,  1 9 8 3 ) .  
N u m e r o u s  f a c t o r s  c a n  i n f l u e n c e  t h e s e  s t e p s ,  i n c l u d i n g  g e n e t i c  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  R h i z o b i u m  a n d  t h e  l e g u m e ,  m i n e r a l  
n u t r i t i o n ,  p H ,  n u m b e r  o f  r h i z o b i a ,  c o m p e t i t i o n  w i t h  o t h e r  
m i c r o b e s ,  a n d  t i m e  o f  i n o c u l a t i o n .  A  s y m b i o s i s  t h a t  i s  
f o r m e d  v i a  r o o t  h a i r  i n v a s i o n  i s  m o r e  s p e c i f i c  t h a n  t h a t  
f o r m e d  t h r o u g h  p h y s i c a l  o p e n i n g s  ( D a r t ,  1 9 7 7 ) .  R o o t  h a i r  
p e n e t r a t i o n  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  d e f o r m a t i o n  o f  t h e  r o o t  
h a i r ,  e i t h e r  b y  c u r l i n g ,  c o n t o r t e d  g r o w t h  a n d / o r  b r a n c h i n g  o f  
t h e  r o o t  h a i r  ( D a r t ,  1 9 7 4 ) .  T h e  R h i z o b i u m  i n v a d e s  t h e  r o o t  
h a i r  b y  p a r t i a l  d i s s o l u t i o n  o f  t h e  h o s t  c e l l  w a l l  w h i l e  
s i m u l t a n e o u s l y  d e p o s i t i n g  a  n e w  c e l l  w a l l - l i k e  m a t e r i a l  t o  
f o r m  a n  i n f e c t i o n  t h r e a d  ( N u t m a n ,  1 9 5 2 ) .  T h e  i n f e c t i o n  
t h r e a d  i s  c o n t i n u o u s  w i t h  t h e  n e w l y  d e p o s i t e d  c e l l  w a l l  
l a y e r .  G r o w t h  o f  t h e  t h r e a d  w i t h i n  t h e  r o o t  h a i r  c e l l  i s  
p r e s u m e d  t o  b e  d u e  t o  b a c t e r i a l  d i v i s i o n s  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  
b i o m a s s  ( D a r t ,  1 9 7 7 ) .  A s  i t  p e n e t r a t e s  t h e  r o o t  c o r t e x ,  t h e  
i n f e c t i o n  t h r e a d  c r o s s e s  a l r e a d y - f o r m e d  c e l l  w a l l s  a n d  t h e  
i n f e c t i o n  t h r e a d  c a n  g r o w  i n t e r c e l 1 u l a r l y  o r  p e n e t r a t e  n e w  
c o r t i c a l  c e l l s  b y  b r a n c h i n g ,  a n d  t h e  i n f e c t i o n  s p r e a d s  
l a t e r a l l y  ( V e r m a  a n d  L o n g ,  1 9 8 3 ) .  B a c t e r i a  a r e  r e l e a s e d  f r o m  
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t h e  i n f e c t i o n  t h r e a d  i n t o  t h e  h o s t  c e l l  a n d  t h e y  m o v e  o u t  
i n t o  t h e  c e l l  c y t o p l a s m  w h e r e  t h e y  r e m a i n  b o u n d  b y  a  
p e r i b a c t e r o i d  m e m b r a n e .  S o m e  s p e c i e s  o f  R h i z o b i u m  c o n t i n u e  
t o  d i v i d e  w i t h i n  t h e  m e m b r a n e .  T h e  o r i g i n  o f  t h e  
p e r i b a c t e r o i d  m e m b r a n e  i s  u n c e r t a i n  a l t h o u g h  c u r r e n t  e v i d e n c e  
s u g g e s t s  t h a t  t h e  R h i z o b i u m  c e l l s  a r e  e n c l o s e d  b y  t h e  p l a s m a  
m e m b r a n e  o f  t h e  h o s t  c e l l  d u e  t o  e n d o c y t o s i s  a t  t h e  t i m e  o f  
t h e i r  r e l e a s e  f r o m  t h e  i n f e c t i o n  t h r e a d  ( V e r m a  a n d  L o n g ,  
1 9 8 3 ) .  M e m b r a n e  f o r m a t i o n  a n d  f u n c t i o n  a r e  p r o b a b l y  
c o n t r o l l e d  b y  b o t h  p a r t n e r s  s i n c e  m u t a t i o n s  i n  R h i z o b i u m  
w h i c h  r e s u l t  i n  i n e f f e c t i v e  n o d u l e s  c h a n g e  t h e  p a t t e r n  o f  
d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  m e m b r a n e  ( W e r n e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  O n c e  t h e  
b a c t e r i a  h a v e  b e e n  r e l e a s e d ,  t h e  i n f e c t e d  c o r t i c a l  c e l l s  
u n d e r g o  a  n u m b e r  o f  m o r p h o l o g i c a l ,  c y t o l o g i c a l ,  a n d  
p h y s i o l o g i c a l  c h a n g e s .  A n  i n f e c t e d  c e l l  s h o w s  a  h i g h  d e g r e e  
o f  c e l l u l a r  o r g a n i z a t i o n  w i t h  i n c r e a s e s  i n  t h e  n u m b e r  o f  
r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  G o l g i  b o d i e s ,  v e s i c l e s ,  f r e e  
r i b o s o m e s  a n d  p o l y r i b o s o m e s ,  p r o p l a s t i d s ,  m i t o c h o n d r i a ,  a n d  
a m y l o p l a s t s  ( N e w c o m b ,  1 9 8 1 ) .  T h e  n u c l e i  a l s o  i n c r e a s e  i n  
v o l u m e  a n d  a r e  o f t e n  p o l y p l o i d .  T h e  b a c t e r i a  a l s o  u n d e r g o  
d i f f e r e n t i a t i o n  f r o m  t h e  f r e e - l i v i n g  f o r m  t o  a  b a c t e r o i d ,  
o f t e n  w i t h  a  d i s t i n c t  m o r p h o l o g y  ( D a r t ,  1 9 7 7 ) .  I t  i s  i n  t h e  
b a c t e r o i d  f o r m  t h a t  n i t r o g e n  f i x a t i o n  i s  t h o u g h t  t o  o c c u r .  
T h e  e n z y m e  n i t r o g e n a s e ,  w h i c h  i s  o x y g e n - s e n s i t i v e ,  i s  
p r o d u c e d  a n d  l o c a t e d  i n  t h e  b a c t e r o i d  c e l l .  A l l  n i t r o g e n -
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f i x i n g  o r g a n i s m s  m u s t  h a v e  a  m e c h a n i s m  f o r  c o n t r o l l i n g  o x y g e n  
a n d  i n  t h e  R h i  z o b i  u m - 1 e q u m e  a s s o c i a t i o n ,  1 e g h e m o g l o b i n  t h a t  
i s  p r e s e n t  i n  t h e  h o s t  c e l l  c y t o p l a s m  p l a y s  a  r o l e  i n  O 2  
t r a n s p o r t  b y  p r o v i d i n g  a  l o w  r a t e  o f  O 2  t o  t h e  b a c t e r o i d s  
w h i l e  m a i n t a i n i n g  a  s u f f i c i e n t l y  h i g h  r a t e  o f  O 2  i n  t h e  h o s t  
c e l l  c y t o p l a s m  f o r  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n  ( V e r m a  e t  a l . ,  
1 9 8 1 ) .  N i t r o g e n a s e  c o n t r o l s  t h e  r e a c t i o n  w h e r e  N 2  i s  
c o n v e r t e d  t o  N H 3 ,  t h e  p r i m a r y  p r o d u c t  o f  t h e  n i t r o g e n  
f i x a t i o n  r e a c t i o n .  O n c e  N H 3  i s  f o r m e d ,  i t  c a n  b e  a s s i m i l a t e d  
b y  v a r i o u s  p a t h w a y s  i n c l u d i n g  g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  
g l u t a m i n e  s y n t h e t a s e ,  o r  g l u t a m a t e  s y n t h a s e .  
B o t h  t h e  h o s t  p l a n t  a n d  t h e  b a c t e r i u m  c o n t r o l  t h e  
i n t e r a c t i o n  t h a t  l e a d s  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  n o d u l e  a n d  a n  
e f f e c t i v e  s y m b i o t i c  r e l a t i o n s h i p .  B e c a u s e  o f  t h e  i n c r e a s e d  
i n t e r e s t  i n  b i o l o g i c a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n ,  t h e r e  h a v e  b e e n  
s i g n i f i c a n t  a d v a n c e s  i n  t h e  g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  R h i z o b i a .  
L o n g  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  f o u n d  t h e  g e n e ( s )  f o r  n o d u l a t i o n  b y  
c o m p l e m e n t a t i o n  o f  a  N o d "  m u t a n t  w i t h  a  c o s m i d  c l o n e  b a n k  o f  
t o t a l  D N A  f r o m  ^  m e l i l o t i .  T h e  c o s m i d s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
r e s t o r a t i o n  o f  t h e  N o d +  p h e n o t y p e  w e r e  s h o w n  t o  a l l  h a v e  i n  
c o m m o n  a n  8 . 7 - k b  E c o R I  f r a g m e n t .  T h e s e  e a r l y  n o d u l a t i o n  
g e n e s  w e r e  l o c a t e d  w i t h i n  3 0  k b p  o f  t h e  n  i  f  l o c i  o n  t h e  R .  
m e l i l  o t i  m e g a p l a s m i d .  I n  R _ ^  t r i  f o l  i  i .  t h e  g e n e s  n e c e s s a r y  
f o r  n o d u l e  i n d u c t i o n  a n d  d e v e l o p m e n t  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  o n  a  
1 4 . 0  k b  f r a g m e n t  o f  S y m  p l a s m i d  D N A .  T h e s e  g e n e s  a r e  l o c a t e d  
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a b o u t  1 6  k b  a w a y  f r o m  t h e  n  i  f  g e n e s  ( S c h o f i e l d  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  
S c h o f i e l d  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  I n  ^  l e q u m i n o s a r u m ,  t h e  g e n e s  
w h i c h  c o n f e r  m o d u l a t i o n  o f  p e a s  a p p e a r  t o  b e  c o n f i n e d  w i t h i n  
a  1 0  k b  r e g i o n  o f  D N A  ( D o w n i e  e t  a l . ,  1 9 8 3 a ) .  W h e n  t h i s  1 0 -
k b  f r a g m e n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  p h a s e o l i ,  t h i s  b a c t e r i u m  
a c q u i r e d  t h e  a b i l i t y  t o  m o d u l a t e  p e a s  ( D o w n i e  e t  a l . ,  1 9 8 3 b ) .  
T h e  t r a n s p o s o n  T n ^  w a s  u s e d  t o  c r e a t e  a  s e r i e s  o f  m u t a n t s  i n  
R .  l e q u m i  n o s a r u m  b y  i n s e r t i o n  i n t o  t h e  c l o n e d  m o d u l a t i o n  
g e n e s .  F i v e  d i s t i n c t  c l a s s e s  o f  n o d  m u t a t i o n s  w e r e  
i d e n t i f i e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  p h e n o t y p e s  o f  t h e  v a r i o u s  
m u t a n t  s t r a i n s ,  a n d  o f  t h e  m a p p e d  l o c a t i o n s  o f  t h e  n o d  :  :  T  n ^  
a l l e l e s  ( D o w n i e  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  a t  
l e a s t  f i v e  n o d  g e n e s  w e r e  i n v o l v e d  i m  m o d u l a t i o n  a n d  t h e  
p o l y p e p t i d e  p r o d u c t s  o f  s o m e  o f  t h e  g e n e s  w e r e  i d e n t i f i e d  -
( D o w n  i  e  e t  a l . ,  1 9 8 5  ) .  
W h e n  t h e  8 . 7  k b  E c o R I  f r a g m e n t  f r o m  ^  m e 1 i l o t i  t h a t  
c o d e s  f o r  n o d u l a t i o n  g e n e s  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  ^  t r i  f o l i  i  o r  
A .  t u m e f a c i e m s ,  n o d u l e s  w e r e  f o r m e d  o n  a l f a l f a  r o o t s  ( H i r s c h  
e t  a l . ,  1 9 8 5  )  i n d i c a t i m g  t h a t  t h e  g e m e s  e m c o d e d  i m  t h e  8 . 7 - k b  
m o d u l a t i o n  f r a g m e n t  a r e  s u f f i c i e n t  i m  A .  t u m e f a c i e m s  f o r  
m o d u l e  m o r p h o g e m e s i s .  T h e  8 . 7 - k b  m o d  r e g i o n  i n  R _ ^  m e l  i l o t i  
s t r a i m  1 0 2 1  ( J a c o b s  e t  a l . ,  1 9 8 5 )  a n d  t h e  8 . 5 - k b  n o d  r e g i o n  
i n  R _ ^  m e l  i l o t i  s t r a i n  4 1  ( T o r o k  e t  a l . ,  1 9 8 4 )  h a v e  b e e n  
s e q u e n c e d  a n d  s e v e r a l  p o l y p e p t i d e  c h a i n s  h a v e  b e e n  m a p p e d  t o  
t h e  n o d  c l u s t e r s .  I  m  ^  m e l i l o t i  s t r a i m  4 1 ,  t h e r e  a p p e a r s  t o  
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b e  t h r e e  n o d  g e n e s  b a s e d  o n  s e q u e n c e  d a t a  w h i c h  r e v e a l e d  3  
l a r g e  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s ,  a l l  w i t h  t h e  s a m e  p o l a r i t y  ( T o r o k  
e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  H o w e v e r ,  T o r o k  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  s u g g e s t  t h a t  t h e  
t h r e e  n o d  g e n e s  m a y  f o r m  o n e  t r a n s c r i p t i o n a l  u n i t ,  a n d  t h a t  
f u r t h e r  c o m p l e m e n t a t i o n  a n a l y s i s  m u s t  b e  c o m p l e t e d  t o  s u p p o r t  
t h e  e x i s t e n c e  o f  t h r e e  n o d u l a t i o n  g e n e s .  J a c o b s  e t  a l .  
( 1 9 8 5 )  f o u n d  s e v e r a l  o p e n  r e a d i n g  f r a m e s  i n  a  3 . 5 - k b  
n o d u l a t i o n  s e g m e n t  i n  ^  m e l i l o t i  s t r a i n  1 0 2 1 ,  b u t  s u g g e s t  
t h a t  t h e r e  i s  o n e  o p e n  r e a d i n g  f r a m e  t h a t  i s  m o s t  l i k e l y  t o  
f u n c t i o n  a s  a  n o d u l a t i o n  g e n e .  T h i s  s e g m e n t  h a s  
a p p r o x i m a t e l y  9 9 %  a m i n o  a c i d  h o m o l o g y  w i t h  ^  m e l i l o t i  s t r a i n  
4 1  a n d  7 1 %  a m i n o  a c i d  h o m o l o g y  w i t h  R _ ^  1  e q u m i  n o s a r u m .  
R .  m e l i l o t i ,  R  .  1  e q u m i  n o s a r u m ,  a n d  R _ ^  t r i  f o l  i i  h a v e  
s i n g l e  c o p i e s  o f  t h e  n o d  r e g i o n  c l o s e l y  l i n k e d  w i t h  t h e  n  i  f  
r e g i o n .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  
s t r a i n s  w h i c h  h a v e  m o r e  t h a n  o n e  c o p y  o f  n  i  f  a n d  n o d  g e n e s  
( P r a k a s h  a n d  A t h e r l y ,  1 9 8 4 ) .  A l s o ,  t h e s e  s y m b i o t i c  r e g i o n s  
a r e  d i s p e r s e d  t h r o u g h o u t  t h e  S y m  p l a s m i d  o f  R _ ^  j a p o n i  c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 3  ( M a s t e r s o n ,  P h . D .  d i s s e r t a t i o n ,  1 9 8 4 ) .  I t  
a p p e a r s  t h a t  t h e  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  s y m b i o t i c  g e n e s  i n  R .  
j a p o n i c u m  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n s  i s  q u i t e  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  
o t h e r  f a s t - g r o w i n g  R h i  z o b i  u m  s p e c i e s .  
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P i  s s e r t a t i o n  f o r m a t  
T h e  f o r m a t  c h o s e n  f o r  t h i s  d i s s e r t a t i o n  i s  t h e  a l t e r n a t e  
f o r m a t .  I n  t h i s  s e c t i o n ,  a  g e n e r a l  i n t r o d u c t i o n  t o  R h i z o b - i u m  
h a s  b e e n  p r e s e n t e d .  T h e  f o l l o w i n g  f o u r  s e c t i o n s  d e s c r i b e  t h e  
r e s e a r c h  t h a t  c o n s t i t u t e s  a  m a j o r i t y  o f  t h e  w o r k  d o n e  t o  
s a t i s f y  t h e  r e q u i r e m e n t s  f o r  a  P h . D .  i n  t h i s  d e p a r t m e n t .  T h e  
f i r s t  s e c t i o n  i s  a b o u t  t h e  u s e  o f  t r a n s p o s o n  T n 5 ^  
n i t r o s o q u a n i d i n e  ,  a n d  u l t r a v i o l e t  m u t a g e n e s i s  t o  g e n e r a t e  
a u x o t r o p h i c  m u t a n t s  o f  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1 .  A  
d e r i v a t i v e  o f  R 6 8  . 4 5  c o n t a i n i n g  T n 5  w a s  a b l e  t o  m o b i l i z e  t h e  
c h r o m o s o m e  o f  R _ ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 .  C h r o m o s o m a l  m a r k e r s  w e r e  
t r a n s f e r r e d  b y  c o n j u g a t i o n  a n d  l i n k a g e s  b e t w e e n  p a i r s  o f  
m a r k e r s  w e r e  d e t e r m i n e d .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  
T a b l e  5  a n d  c r o s s e s  i n v o l v i n g  s t r a i n s  l A l O O l ,  I A 1 0 0 2 ,  I A 1 0 0 4 ,  
I A 1 0 0 6 ,  I A 1 0 0 9 ,  a n d  I A 1 0 1 2  w e r e  d o n e  b y  M i c h e l l e  B r i m .  
T h e  s e c o n d  s e c t i o n  d e s c r i b e s  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  S y m  
p l a s m i d  f r o m  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  t o  A q r o b a c t e r i u m  a n d  
t o  o t h e r  R h i z o b i u m  s p e c i e s  w i t h  a n d  w i t h o u t  t h e i r  S y m  
p l a s m i d s .  T n ^  w a s  i n s e r t e d  i n t o  t h e  S y m  p l a s m i d  o f  R .  
j a p o n i  c u m  U S D A 1 9 1  a n d  t h e  h e l p e r  p l a s m i d  p R L l S O  w a s  
t r a n s f e r r e d  i n t o  t h e  s t r a i n  t o  f a c i l i t a t e  t r a n s f e r .  
T r a n s c o n j u g a n t s  c o n t a i n i n g  t h e  e n t i r e  p S y m l 9 1  o r  d e l e t i o n s  o f  
p S y m l 9 1  w e r e  t e s t e d  o n  p l a n t s  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  n o d u l a t i o n  
a b i l i t y .  
T h e  t h i r d  s e c t i o n  d e s c r i b e s  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  S y m  
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p l a s m i d  f r o m  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  t o  _ E _ ^  c o  1  i  .  I n  o r d e r  f o r  
t h e  p S y m l 9 1  t o  e x i s t  i n  ^  c o l i ,  a  c o i n t e g r a t e  s t r u c t u r e  w a s  
f o r m e d  b e t w e e n  p S y m l 9 1  a n d  t h e  h e l p e r  p l a s m i d  p R L l S O .  T h e  R -
p r i m e  c o i n t e g r a t e  p l a s m i d s  c o n t a i n e d  v a r i o u s  d e l e t i o n s  o f  
p S y m l 9 1  a n d  t h e s e  d e l e t e d  p l a s m i d s  w e r e  t r a n s f e r r e d  b a c k  t o  a  
N o d "  N i f "  d e r i v a t i v e  o f  ^  j a p o n i c u m  L I S D A 1 9 1 .  T h e  
t r a n s c o n j u g a n t s  o f  U S  D A  1 9 1  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  d e l e t i o n s  a n d  
d i f f e r e n t  a r r a n g e m e n t s  o f  p S y m l 9 1  w e r e  t e s t e d  o n  p l a n t s  t o  
d e t e r m i n e  t h e  n o d  r e g i o n s  t h a t  w e r e  e s s e n t i a l  f o r  n o d u l a t i o n .  
T h e  f o u r t h  s e c t i o n  o f  t h i s  d i s s e r t a t i o n  d e s c r i b e s  t h e  
c o n s t r u c t i o n  o f  c o s m i d  c l o n e  b a n k s  o f  t o t a l  a n d  p l a s m i d  D N A  
f r o m  R _ ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1 .  S e v e r a l  d i f f e r e n t  c o s m i d s  
w e r e  u s e d  a n d  s o m e  o f  t h e  d i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d  w i t h  
v a r i o u s  c o s m i d s  a r e  d e s c r i b e d .  S e v e r a l  c o m b i n a t i o n s  o f  n o d  
f r a g m e n t s  w e r e  s u b c l o n e d  i n  t h e  v e c t o r  p V K l O Z  a n d  t r a n s f e r r e d  
t o  S y m  p i a s m i d - m i n u s  s p e c i e s  o f  R h i z o b i u m  t o  d e t e r m i n e  i f  n o d  
f r a g m e n t s  f r o m  a  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  c o u l d  i n d u c e  
n o d u l e  f o r m a t i o n  i n  d i f f e r e n t  h o s t s .  
T h e  l a s t  s e c t i o n  i s  a  g e n e r a l  d i s c u s s i o n  o f  t h e  r e s u l t s  
p r e s e n t e d  i n  t h i s  d i s s e r t a t i o n .  S e v e r a l  g e n e t i c  m e t h o d s  w e r e  
u s e d  t o  i d e n t i f y  a n d  i s o l a t e  t h e  f u n c t i o n a l  n o d u l a t i o n  
r e g i o n s  i n  R _ ^  j a p o n i  c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  i n c l u d i n g  t r a n s p o s o n  
m u t a g e n e s i s ,  c o n j u g a t i o n ,  t r a n s f o r m a t i o n ,  a n d  c o s m i d  c l o n i n g .  
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S E C T I O N  I .  A U X O T R O P H  C O N S T R U C T I O N  B Y  
M U T A G E N E S I S  A N D  C H R O M O S O M E  M O B I L I Z A T I O N  
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I N T R O D U C T I O N  
T r a n s p o s o n s  a r e  s h o r t  s e q u e n c e s  ( 5 - 1 0  k b )  o f  D N A  t h a t  
c a n  r a n d o m l y  i n s e r t  i n t o  D N A  ( K l e c k n e r  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  I f  a  
t r a n s p o s o n  i n s e r t s  i n t o  a  g e n e ,  t h i s  i n s e r t i o n  e v e n t  
g e n e r a l l y  l e a d s  t o  a  n o n - l e a k y  p o l a r  m u t a t i o n  ( K l e c k n e r  e t  
a l . ,  1 9 7 7 ) .  W h e n  t h e  t r a n s p o s o n  c a r r i e s  d r u g  r e s i s t a n c e  
g e n e s ,  t h e  i n s e r t i o n s  ( a n d  a l s o  t h e  g e n e s  i n s e r t e d  i n t o )  c a n  
b e  m a p p e d  a s  d r u g - r e s i s t a n c e  m a r k e r s .  T h e  t r a n s p o s o n  T n 5  
c o d e s  f o r  k a n a m y c i n  a n d  n e o m y c i n  r e s i s t a n c e  ( B e r g  e t  a l . ,  
1 9 7 5 ) ,  a n d  h a s  r e c e n t l y  b e e n  s h o w n  t o  c o d e  f o r  s t r e p t o m y c i n  
r e s i s t a n c e  i n  n o n - e n t e r i c  g r a m  n e g a t i v e  b a c t e r i a  ( P u t n o k y  e t  
a l . ,  1 9 8 3 ) .  F o r  a  t r a n s p o s o n  t o  b e  u s e d  a s  a  m u t a g e n i c  
a g e n t ,  a  v e c t o r  i s  n e e d e d  t h a t  ( 1 )  c a r r i e s  t h e  t r a n s p o s o n ,  
( 2 )  c a n  b e  e f f i c i e n t l y  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  o r g a n i s m  t o  b e  
m u t a g e n i z e d , •  a n d  ( 3 )  i s  n o t  s t a b l y  m a i n t a i n e d  i n  t h e  
r e c i p i e n t .  B e r i n g e r  e t  a l .  ( 1 9 7 8 a )  d e s c r i b e d  a  g e n e r a l  
m e t h o d  t o  i n t r o d u c e  t r a n s p o s o n s  i n t o  t h e  g e n o m e s  o f  R h i z o b i u m  
s p .  b y  c o n s t r u c t i n g  a  " s u i c i d e "  p l a s m i d  v e c t o r .  T h i s  v e c t o r  
i s  a  b r o a d  h o s t - r a n g e  p l a s m i d  c a r r y i n g  b o t h  p h a g e  M u  a n d  t h e  
t r a n s p o s o n .  T h e  M u - c o n t a i n i n g  p l a s m i d  f a i l s  t o  r e p l i c a t e  
s t a b l y ,  t h u s  p e r m i t t i n g  d i r e c t  s e l e c t i o n  o f  a  t r a n s p o s i t i o n  
e v e n t  f r o m  t h e  v e c t o r  t o  t h e  r e s i d e n t  c h r o m o s o m e  o r  p l a s m i d  
D N A .  W h e n  T n ^  w a s  i n t r o d u c e d  i n  t h i s  m a n n e r  i n t o  R .  
1  e q u m i  n o s a r u m  ,  R .  t r i  f o l  i i ,  a n d  R _ ^  p h a s e o l  i ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  
a u x o t r o p h y  w a s  0 . 3 %  a n d  t h e  r a n g e  o f  a u x o t r o p h s  s u g g e s t e d  
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t h a t  t h e  i n s e r t i o n  w a s  r a n d o m  ( B e r i n g e r  e t  a l . ,  1 9 7 8 a ) .  
M e a d e  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  w e r e  a l s o  a b l e  t o  i s o l a t e  a u x o t r o p h i c  a n d  
s y m b i o t i c  m u t a n t s  o f  R _ ^  m e l i l o t i  u s i n g  t h e  T s u i c i d e  
p l a s m i d  t e c h n i q u e  o f  B e r i n g e r  e t  a l .  ( 1 9 7 8 a ) .  
S i m o n  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  d e s c r i b e d  a n  a l t e r n a t i v e  t r a n s p o s o n  
m u t a g e n e s i s  s y s t e m  b a s e d  o n  t h e  h i g h  f r e q u e n c y  m o b i l i z a t i o n  
o f  m o d i f i e d  ^  c o l i - s p e c i f i c  v e c t o r s  i n t o  s t r a i n s  t h a t  d o  n o t  
a l l o w  t h e i r  r e p l i c a t i o n .  T h i s  s y s t e m  c o n s i s t s  o f  t w o  
c o m p o n e n t s  ( 1 )  m o b i l i z i n g  d o n o r  s t r a i n s ,  a n d  ( 2 )  v e c t o r  
p l a s m i d s  c a p a b l e  o f  b e i n g  m o b i l i z e d  i n t o  a  b r o a d  r a n g e  o f  
b a c t e r i a l  s p e c i e s .  T h e  m o b i l i z i n g  d o n o r  s t r a i n s  w e r e  
c o n s t r u c t e d  b y  f o r c i n g  t h e  i n t e g r a t i o n  o f  a n  R P 4  d e r i v a t i v e  
i n t o  t h e  c h r o m o s o m e  o f  a  R e c A - d e f i c i e n t  ^  c o l i  h o s t .  T h e  
m o b i l i z a b l e  v e c t o r  p l a s m i d s  w e r e  i s o l a t e d  b y  i n s e r t i n g  
r a n d o m l y  g e n e r a t e d  R P 4  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t s  i n t o  ^  c o l i  
v e c t o r s  a n d  s c r e e n i n g  t h e  r e c o m b i n a n t s  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  
b e  e f f i c i e n t l y  m o b i l i z e d .  T h i s  s y s t e m  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
y i e l d  a  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  n u m b e r  o f  T n ^  i n s e r t i o n s  i n  R .  
m e l i l o t i  t h a n  t h e  s y s t e m  o f  B e r i n g e r  e t  a l .  ( 1 9 7 8 a ) .  
R e c e n t l y ,  H o r n  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  h a v e  u s e d  t h e  s u i c i d e  p l a s m i d  
t e c h n i q u e  o f  S i m o n  e t  a l .  (  1 9 8 3 )  w i t h  a  s l o w - g r o w i n g  R .  
j a p o n i  c u m  s t r a i n  a n d  h a v e  o b t a i n e d  a u x o t r o p h s  a t  a  f r e q u e n c y  
o f  0 . 5 %  a n d  n i t r o g e n  f i x a t i o n  m u t a n t s  a t  a  f r e q u e n c y  o f  3 . 0 % .  
R o s t a s  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  h a v e  a l s o  d e s c r i b e d  T n ^  m u t a g e n e s i s  o f  
b o t h  s l o w -  a n d  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s .  T w o  
1 4  
a u x o t r o p h s  o f  R _ ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  w e r e  o b t a i n e d  a t  a  
f r e q u e n c y  o f  0 . 8 %  a n d  f o u r  s y m b i o t i c  m u t a n t s  a t  a  f r e q u e n c y  
o f  1 . 6 % .  F r e q u e n c i e s  o f  a u x o t r o p h s  o f  U S D A  1 2 2  a n d  5 1 A 7 6  
w e r e  0 . 2 %  a n d  0 . 0 8 % ,  r e s p e c t i v e l y .  
O n e  o f  t h e  p r i m a r y  r e a s o n s  f o r  g e n e r a t i n g  a u x o t r o p h i c  
m u t a n t s  i s  t o  m e a s u r e  l i n k a g e s  b e t w e e n  a d j a c e n t  m a r k e r s .  O n e  
o f  t h e  m o s t  e f f i c i e n t  m e t h o d s  t o  t r a n s f e r  D N A  f o r  l i n k a g e  
d e t e r m i n a t i o n s  i s  b y  b a c t e r i a l  c o n j u g a t i o n .  S e v e r a l  I n c P  
p l a s m i d s  i n c l u d i n g  R P l ,  R P 4 ,  R 6 8 ,  a n d  R 6 8 . 4 5  h a v e  b e e n  s h o w n  
t o  e f f e c t  c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n  ( H a a s  a n d  H o l l o w a y ,  1 9 7 6 ) .  
T h e  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  h a s  b e e n  s h o w n  t o  e f f i c i e n t l y  m o b i l i z e  
c h r o m o s o m e s  f r o m  a  w i d e  v a r i e t y  o f  g r a m  n e g a t i v e  b a c t e r i a  
i n c l u d i n g  s e v e r a l  s p e c i e s  o f  R h i z o b i u m  a n d  A g r o b a c t e r i  u r n  
( H o l l o w a y ,  1 9 7 9 ) .  T h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  R 6 8 . 4 5  m o b i l i z e s  
c h r o m o s o m e s  i s  n o t  u n d e r s t o o d ,  h o w e v e r  t h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  
t o  i n d i c a t e  i n t e g r a t i o n  o f  t h e  p l a s m i d  i n t o  t h e  c h r o m o s o m e .  
I n  f a c t ,  R 6 8 . 4 5  e x h i b i t s  m u l t i p l e  o r i g i n s  o f  t r a n s f e r .  
P i s c h l  a n d  F a r r a n d  ( 1 9 8 3 )  d e s c r i b e d  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  
a n  R 6 8 . 4 5  d e r i v a t i v e  c o n t a i n i n g  T n ^ .  W h e n  t h i s  p l a s m i d  w a s  
u s e d  t o  m o b i l i z e  T n ^ - i n d u c e d  a u x o t r o p h s  i n  ^  t u m e f a c i e n s ,  
t h e  t r a n s f e r  f r e q u e n c y  w a s  g r e a t l y  i m p r o v e d  w h e n  c o m p a r e d  t o  
R 5 8 . 4 5 .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  T n S ^ - f a c i l  i t a t e d  m o b i l i z a t i o n  s y s t e m  
t r a n s f e r r e d  t h e  c h r o m o s o m e  i n  a  p o l a r i z e d  f a s h i o n .  P i s c h l  
a n d  F a r r a n d  ( 1 9 8 4 )  a l s o  o b s e r v e d  a  g r a d i e n t  i n  t h e  f r e q u e n c y  
w i t h  w h i c h  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  s e l e c t e d  r e c o m b i n a n t s  
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a c q u i r e d  o t h e r  s e l e c t e d  m a r k e r s .  F r o m  t h e s e  d a t a ,  a  m a p  o f  
t h e  t u m e f a c i  e n s  1 5 9 5 5  c h r o m o s o m e  w a s  c o n s t r u c t e d  ( P i s c h l  
a n d  F a r r a n d ,  1 9 8 4 ) .  G e n e t i c  m a p s  h a v e  a l s o  b e e n  d e s c r i b e d  
f o r  m e l i l o t i ,  R .  1 e q u m i  n o s a r u m ,  R .  p h a s e o l i ,  a n d  R .  
t r i  f o l i i  ( B e r i n g e r  e t  a l . ,  1 9 7 8 b ;  K o n d o r o s i  e t  a l . ,  1 9 7 7  ;  
M e a d e  a n d  S i g n e r ,  1 9 7 7 ;  M e g i a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h e  l i n k a g e  
m a p s  f o r  R _ j _  t r i  f o l  i  i  a n d  ^  p h a s e o l i  a r e  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  
f o r  ^  l e q u m i n o s a r u m  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 b ) .  I n  c r o s s e s  
b e t w e e n  t h e s e  s p e c i e s ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a t i o n  a n d  
l i n k a g e  v a l u e s  a r e  a l m o s t  i d e n t i c a l  ( J o h n s t o n  a n d  B e r i n g e r ,  
1 9 7 7 ;  J o h n s t o n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s  n o  l i n k a g e  
m a p  o f  e i t h e r  a  s l o w -  o r  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n  o f  R ^  j a p o n i c u m .  
W e  h a v e  i n t r o d u c e d  p D P 3 7  ( P i s c h l  a n d  F a r r a n d ,  1 9 8 4 ) ,  a n  
R 6 8 . 4 5  d e r i v a t i v e  c o n t a i n i n g  T n ^ ,  i n t o  T n ^ - i n d u c e d  a u x o t r o p h s  
o f  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  a n d  h a v e  b e e n  a b l e  t o  t r a n s f e r  
c h r o m o s o m a l  m a r k e r s  b y  c o n j u g a t i o n  u s i n g  t h i s  T n 5 - f a c i  1  i t a t e d  
m o b i l i z a t i o n  s y s t e m .  
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
B a c t e r i a l  m e d i a ,  m a t i n q s ,  a n d  s t r a i n s  
R .  j a p o n i  c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w a s  g r o w n  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  
o f  1  X  1 0 ^  c e l l s / m l  i n  T Y  m e d i u m  ( B e r i n g e r ,  1 9 7 4 )  w h i c h  
c o n t a i n e d  5  g  B a c t o - t r y p t o n e  ( D i f c o )  a n d  3  g  y e a s t  e x t r a c t  p e r  
l i t e r  d i s t i l l e d  w a t e r .  ^  c o l i  s t r a i n s  w e r e  g r o w n  t o  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1  x  1 0 ^  c e l l s / m l  i n  L B  m e d i u m  w h i c h  c o n t a i n e d  
1 0  g  B a c t o - t r y p t o n e  ( D i f c o ) ,  5  g  y e a s t  e x t r a c t ,  a n d  1 0  g  N a C l  
p e r  l i t e r  d i s t i l l e d  w a t e r .  F o r  m a t i n g s ,  1 - m l  s a m p l e s  o f  b o t h  
d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  c e l l s  w e r e  r e m o v e d ,  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0 0  
r p m  f o r  1 0  m i n  i n  a  G L C - 1  c e n t r i f u g e  ( S o r v a l l ) .  T h e  b a c t e r i a l  
p e l l e t s  w e r e  w a s h e d  o n c e  w i t h  5  m l  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r ,  
c e n t r i f u g e d  a g a i n  f o r  1 0  m i n ,  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  u 1  s t e r i l e  
w a t e r ,  a n d  p i p e t t e d  o n t o  0 . 4 5  u m  n i t r o c e l l u l o s e  T y p e  H A  
M i l l i p o r e  f i l t e r s  ( M i l l i p o r e  C o r p . ) .  T h e  f i l t e r s  w e r e  
i n c u b a t e d  f o r  2 4 - 4 8  h r  o n  T Y  a g a r  p l a t e s  a t  2 8  C .  A f t e r  
c o n j u g a t i o n ,  t h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  5  m l  T Y  l i q u i d  a n d  
p l a t e d  o n  a p p r o p r i a t e  s e l e c t i v e  m e d i a .  
F o r  c o n j u g a t i o n s  o f  ^  j a p o n i c u m  a n d  ^  c o l i  s t r a i n  
S M l O - 1 0 1 1 ,  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  s e l e c t e d  o n  T Y  a g a r  w i t h  5 0  
u g / m l  s t r e p t o m y c i n  ( S m )  a n d  1 0 0  u g / m l  k a n a m y c i n  ( K m ) .  F o r  
c o n j u g a t i o n s  o f  ^  j a p o n i  c u m  a n d  ^  c o l i  s t r a i n  D P 3 7 ,  
t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  s e l e c t e d  o n  T Y  a g a r  w i t h  5 0  u g / m l  S m ,  
1 0 0  u g / m l  K m  a n d  1 5  u g / m l  t e t r a c y c l i n e  ( T c ) .  F o r  
c o n j u g a t i o n s  a m o n g  a u x o t r o p h i c  s t r a i n s  o f  ^  j a p o n i  c u m .  
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t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  s e l e c t e d  o n  T Y  a g a r  w i t h  2 0 0  u g / m l  
r i f a m p i c i n  ( R m )  a n d  1 0 0  u g / m l  K m  o r  5 0  u g / m l  n o v o b i o c i n  ( N b )  
a n d  1 0 0  u g / m l  K m .  T r a n s f e r  f r e q u e n c i e s  w e r e  c a l c u l a t e d  p e r  
r e c i p i e n t  c e l l  p l a t e d .  T h e  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  r a t e  f o r  
e a c h  p a r e n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  p l a t i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  
a l i q u o t s  o n  s e l e c t i v e  m e d i a .  T r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  p u r i f i e d  
t h r e e  t i m e s  b y  s i n g l e - c o l o n y  i s o l a t i o n .  F o r  a  d e s c r i p t i o n  o f  
s t r a i n s  a n d  p l a s m  i d s  u s e d ,  s e e  T a b l e  1 .  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  a u x o t r o p h s  f r o m  I n 5 ^  m u t a g e n e s i s  
R .  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  t r a n s c o n j u g a n t s  t h a t  w e r e  r e s i s t a n t  
t o  k a n a m y c i n  a f t e r  c o n j u g a t i o n  w i t h  E _ ^  c o l  i  S M l O - 1 0 1 1  w e r e  
t e s t e d  f o r  a u x o t r o p h y .  A n  a l i q u o t  o f  t r a n s c o n j u g a n t  c e l l s  
( p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d  t o  g i v e  a p p r o x i m a t e l y  3 0 0  c o l o n y  
f o r m i n g  u n i t s  ( c f u s ) )  w a s  p l a t e d  o n  T Y  m e d i a  s u p p l e m e n t e d  
w i t h  5 0  u g / m l  s t r e p t o m y c i n  ( t o  s e l e c t  a g a i n s t  t h e  E _ ^  c o l i  
p a r e n t )  a n d  1 0 0  u g / m l  K m  ( t o  s e l e c t  a g a i n s t  t h e  j a p o n i c u m  
p a r e n t ) .  A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  4 8 - 7 2  h r ,  t h e  c o l o n i e s  w e r e  
r e p l i c a - p l a t e d  o n t o  Z - m i n i m a l  a g a r  m e d i a  s u p p l e m e n t e d  w i t h  
1 0 0  u g / m l  K m  a n d  a l s o  o n t o  T Y  a g a r  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 0  
u g / m l  K m .  Z - m i n i m a l  m e d i a  c o n s i s t e d  o f  0 . 6 4  g  K 2 H P O 4 ,  1  g  
D - g l u c o n i c  a c i d ,  1  g  L - m a l i c  a c i d ,  1  g  ( N H 4 ) 2 S 0 4 .  a n d  1 5  g  
a g a r  ( D i f c o ) .  T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  5 . 9 5 ,  a n d  a f t e r  
a u t o c l a v i n g ,  4  m l  o f  2 5 %  B - g l y c e r o p h o s p h a t e ,  4  m l  0 . 2 5  M  
C a C l 2  3 n d  2 . 5  m l  0 . 2  M  M g S O ^  w e r e  a d d e d .  C o l o n i e s  t h a t  g r e w  
o n  T Y  a g a r  p l a t e s  b u t  n o t  o n  Z - m i n i m a l  p l a t e s  w e r e  p r e s u m e d  
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t o  b e  a u x o t r o p h s .  T h e s e  c o l o n i e s  w e r e  p i c k e d  a n d  p u r i f i e d  
t h r e e  t i m e s  b y  s i n g l e - c o l o n y  i s o l a t i o n .  
T o  d e t e r m i n e  t h e  n u t r i t i o n a l  r e q u i r e m e n t  o f  t h e  
p r e s u m p t i v e  a u x o t r o p h s ,  l o g  p h a s e  c e l l s  g r o w n  i n  T Y  p l u s  1 0 0  
u g / m l  K m  w e r e  c e n t r i f u g e d ,  w a s h e d  w i t h  5  m l  s t e r i l e  d i s t i l l e d  
w a t e r ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1  m l  s t e r i l e ,  d i s t i l l e d  w a t e r .  
O n e - t e n t h  m l  a l i q u o t s  w e r e  p l a t e d  o n  Z - m i n i m a l  a g a r  p l a t e s  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 0  u g / m l  K m .  S t e r i l e  f i l t e r  p a p e r  d i s c s  
( 1 3  m m ,  W h a t m a n n )  w e r e  a s e p t i c a l l y  d i p p e d  i n  i n d i v i d u a l  
n u t r i e n t  s o l u t i o n s  ( T a b l e  2 )  a n d  p l a c e d  o n  t h e  l a w n  o f  
b a c t e r i a l  c e l l s .  F i v e  d i s c s  w e r e  p l a c e d  o n  e a c h  p l a t e .  
G r o w t h  o c c u r r e d  a r o u n d  a  d i s c  i f  t h a t  d i s c  s u p p l i e d  t h e  
r e q u i r e d  n u t r i e n t .  A n  a l t e r n a t e  m e t h o d  w a s  a l s o  u s e d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  a u x o t r o p h i c  r e q u i r e m e n t .  P r e s u m p t i v e  
a u x o t r o p h s  w e r e  t r e a t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  a n d  0 . 1  m l  
a l i q u o t s  w e r e  p l a t e d  o n  1 1  d i f f e r e n t  m e d i a  c o n t a i n i n g  a n  
a s s o r t m e n t  o f  n u t r i t i o n a l  s u p p l e m e n t s .  T h e  c o n t e n t s  o f  t h e s e  
m e d i a  a r e  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  3 .  R e v e r s i o n  f r e q u e n c i e s  o f  
a u x o t r o p h s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  p l a t i n g  a l i q u o t s  o n  Z - m i n i m a l  
a g a r  p l a t e s  w i t h  a n d  w i t h o u t  K m .  
I s o l a t i o n  o f  o t h e r  a u x o t r o p h s  
A u x o t r o p h i c  m u t a n t s  o f  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  w e r e  a l s o  
i s o l a t e d  u s i n g  u l t r a v i o l e t  ( U V )  a n d  N - m e t h y l - N ' - n i t r o s o -
n i t r o s o q u a n i d i n e  ( N T G )  m u t a g e n e s i s .  F o r  U V  a n d  f o r  N T  G  
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m u t a g e n e s i s ,  a  s u r v i v a l  c u r v e  a s s a y  w a s  f i r s t  d e t e r m i n e d .  
B a c t e r i a  w e r e  g r o w n  t o  m i d - l o g  p h a s e  i n  T Y  l i q u i d ,  
c e n t r i f u g e d  f o r  1 0  m i  n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  s t e r i l e  w a t e r  s o  
t h a t  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  c e l l s  w a s  a p p r o x i m a t e l y  1 - 2  X  
1 0 9  c e l l s / m l .  D i l u t i o n s  w e r e  m a d e  a t  t h i s  p o i n t  t o  d e t e r m i n e  
t h e  a c t u a l  c f u s .  F o r  U V  m u t a g e n e s i s ,  c e l l s  w e r e  d i s t r i b u t e d  
t o  6  P e t r i  d i s h e s  ( F i s h e r ) ,  t h e  l i d s  r e m o v e d ,  a n d  t h e  
b a c t e r i a  i n  t h e  d i s h e s  e x p o s e d  t o  s h o r t - w a v e l e n g t h  U V  
i r r a d i a t i o n  f o r  2 0 ,  3 0 ,  4 0 ,  5 0 ,  6 0 ,  a n d  8 0  s e c .  S a m p l e s  w e r e  
i m m e d i a t e l y  d i l u t e d  a n d  p l a t e d  i n  d i m  l i g h t  o n  T Y  a g a r  t o  
d e t e r m i n e  t h e  n u m b e r  o f  s u r v i v o r s  f o r  e a c h  t r e a t m e n t .  T h e  
t r e a t m e n t  t h a t  y i e l d e d  0 . 1 %  s u r v i v o r s  w a s  u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  
m u t a g e n e s i s  e x p e r i m e n t s .  F o r  N T  G  m u t a g e n e s i s ,  w a s h e d  c e l l s  
w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 2  m l  T r i s - m a l i c  a c i d  b u f f e r ,  p H  6 . 0  ( 6 . 0  
g  T r i s ,  5 . 8  g  m a l e i c  a c i d ,  1 . 0  g  ( N H 4 ) 2 S 0 4 ,  0 . 2 5  m g  F e S O ^ ,  
0 . 1  g  M g S O ^ ,  a n d  5  m g  C a ( N 0 3 ) 2  p e r  l i t e r  o f  d i s t i l l e d  w a t e r )  
t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 - 2  X  1 0 ^  c e l l s / m l .  
D i l u t i o n s  w e r e  m a d e  t o  d e t e r m i n e  t h e  a c t u a l  c f u s .  C e l l s  w e r e  
d i v i d e d  i n t o  6  a l i q u o t s  o f  2  m l  e a c h  a n d  N T G  w a s  a d d e d  a t  
f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 5 ,  5 0 ,  7 5 ,  1 0 0 ,  a n d  1 5 0  u g / m l  t o  
e a c h  o f  t h e  t u b e s .  O n e  t u b e  w a s  u n t r e a t e d  a n d  u s e d  a s  a  
c o n t r o l .  T h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  N T  G  f o r  4  h r  a t  2 8  C .  
T h e  b a c t e r i a  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  p e l l e t  w a s h e d  o n c e  
w i t h  Z - m i n i m a l  m e d i u m .  T h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  Z -
m i n i m a l  m e d i u m ,  d i l u t e d ,  a n d  p l a t e d  o n  T Y  a g a r  p l a t e s  t o  
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d e t e r m i n e  t h e  n u m b e r  o f  s u r v i v o r s  f o r  e a c h  t r e a t m e n t .  T h e  
t r e a t m e n t  t h a t  y i e l d e d  5 0 %  s u r v i v o r s  w a s  u s e d  f o r  f u t u r e  N T  G  
m u t a g e n e s i s .  A u x o t r o p h s  i s o l a t e d  a f t e r  U V  a n d  N T G  
m u t a g e n e s i s  w e r e  t e s t e d  b y  a u x o n o g r a p h y  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
L i n k a g e  m a p p i n g  o f  t h e  R .  j a p o n i c u m  c h r o m o s o m e  
R e c o m b i n a n t  c o l o n i e s  f o r  a  s e l e c t e d  m a r k e r  w e r e  p i c k e d  
o n t o  s e l e c t i v e  m e d i a  c o n t a i n i n g  K m  a n d  R m  o r  K m  a n d  N b  a n d  
r e  p l i c a - p l a t e d  o n t o  Z - m i n i m a l  m e d i a  s u p p l e m e n t e d  w i t h  t h e  
a p p r o p r i a t e  n u t r i e n t s  t o  d e t e r m i n e  c o i n h e r i t a n c e  o f  
u n s e l e c t e d  m a r k e r s .  T h e  c o i n h e r i t a n c e  p e r c e n t a g e  i s  d e f i n e d  
a s  t h e  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  a m o n g  1 0 0  r e c o m b i n a n t s  s e l e c t e d  f o r  
t h e  i n h e r i t a n c e  o f  o n e  c h r o m o s o m a l  m a r k e r  t h a t  h a v e  r e c e i v e d  
a  s e c o n d ,  u n s e l e c t e d  m a r k e r  f r o m  t h e  d o n o r  i n  t h e  s a m e  c r o s s  
( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 b ) .  
N o d u l a t l o n  t e s t s  
A l l  a u x o t r o p h s  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  n o d u l a t e  
M a c r o p t i l i u m  a t r o p u r p u r e u m  c v .  S i r a t r o .  M e t h o d s  t o  s t e r i l i z e  
a n d  g e r m i n a t e  s e e d s  a n d  t o  g r o w  p l a n t s  a r e  d e s c r i b e d  i n  
d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I .  A p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  b a c t e r i a  w e r e  a d d e d  
t o  t h e  c u l t u r e  t u b e s  c o n t a i n i n g  s e e d l i n g s  w h i c h  w e r e  
i n c u b a t e d  i n  a  g r o w t h  c h a m b e r  f o r  5  w e e k s  a t  2 8  C  w i t h  1 4  h r  
d a y s  u n d e r  3 6 0  u E  m - 2  s - 1 .  T h r e e  r e p l i c a t e s  w e r e  e x a m i n e d  
f o r  e a c h  b a c t e r i a l  s t r a i n  t e s t e d .  A f t e r  5  w e e k s  i n c u b a t i o n ,  
a u x o t r o p h s  w e r e  s c o r e d  a s  N o d +  o r  N o d " .  
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T a b l e  1 .  B a c t e r i a l  S t r a i n s  a n d  P l a s m i d s  
S t r a i n s  C h a r a c t e r i  s t i  c s  S o u r c e  o r  R e f e r e n c e  
R .  . i a p o n i c u m  
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T h  s  w o r k  
T h  s  w o r k  
T h  s  w o r k  
T h  s  w o r k  
T h  s  w o r k  
T h  s  w o r k  
T h  s  w o r k  
T h  s  w o r k  
T h  s  w o r k  
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T a b l e  1 .  ( C o n t i n u e d )  
S t r a i n  C h a r a c t e r ! s t i e s  S o u r c e  o r  R e f e r e n c e  
rAlOOl-37 
IA1002-37 
IA1004-37 
IA1006-37 
IA1009-37 
IA1012-37 
IA1017-37 
IA1018-37 
IA1019-37 
IA1020-37 
IA1021-37 
IA1023-37 
IA1025-37 
1 . y s - l  :  ; T n ^  
t r p - 1  :  : T n £  
s e r / q l y - 1 :  
t h i - 1 : : T n 5  
i 1 V - 1  :  : T n ^  
a d e - 1 :  : T n 5  
a r o - 1  :  : T n ^  
a s p / 1 e u - 2  :  
c y s - 1  :  : T n 5  
m e t - 2  :  :  T  
1 e u - 1 :  : T n ^  
h  i  s  -  2  :  :  T  n  5  
( p D P 3 7 )  T h i s  
( p D P 3 7 )  T h i s  
: T n 5  ( p D P 3 7  T h i s  
( p D P 3 7 )  T h i s  
( p D P 3 7 )  T h i s  
( p D P 3 7 )  T h i s  
( p D P 3 7 )  T h i s  
T n 5  ( p D P 3 7 )  T h i s  
( p D P 3 7 )  T h i s  
( p D P 3 7 )  T h i s  
( p D P 3 7 )  T h i s  
( p D P 3 7 )  T h i s  
c y t o / u r a - 2 :  : T n 5  ( p D P 3 7 ) T h i s  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
w o r k  
P l a s m i d s  C h a r a c t e r i s t i c s  S o u r c e  o r  R e f e r e n c e  
p S U P l O l l  p A C Y C 1 8 4  M o b : : T n 5  
p D P 3 7  R 6 8 . 4 5  w i t h  T n 5  
S i m o n  e t  a l . ,  1 9 8 3  
P i s c h l  a n d  
F a r r a n d ,  1 9 8 3  
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T a b l e  2 .  N u t r i t i o n a l  S u p p l e m e n t s  
N u t r i e n t  S t o c k  S o l u t i o n  { % )  P l a t e  
C o n c e n t r a t i o n  ( m M ) ^  
A d e n o s i  n e  2 . 5 7  5 . 0  
A l a n i n e  0 . 8 4  0 . 4 7  
A r g i n i n e  2 . 5 3  0 . 6  
A s p a r a g i  n e  0 . 8 4  0 . 3 2  
A s p a r t a t e . K  1 . 0  0 . 3  
B i o t i n  0 . 4 9  0 . 1  
C y s t e i  n e  0 . 7 3  0 . 3  
D i a m i n o p i m e l i c  a c i d  0 . 3 8  0 . 1  
G 1  u t a m a t e . N a  5 . 0  
G 1  u t a m i  n e  1 4 . 6  5 . 0  
G 1 y c i  n e  0 . 2  0 . 1 3  
G u a n o s i  n e  1 . 0  0 . 3  
H i s t i d i n e  0 . 3 1  0 . 1  
I s o l e u c i n e  0 . 7 9  0 . 3  
L e u c i n e  0 . 7 9  0 . 3  
L y c i  n e  1 . 1  0 . 3  
M e t h i o n i n e  0 . 9  .  0 . 3  
N i c o t i n i c  a c i d  0 . 2 5  0 . 1  
P a n t o t h e n a t e . C a  0 . 4 8  0 . 1  
P h e n y l  a l a n i n e  0 . 9 9  0 . 3  
P r o l i n e  4 . 6  2 . 0  
P y r i  d o x i  n e . H C l  0 . 4 1  0 . 1  
S e r i n e  8 . 4  4 . 0  
T h i a m i n e  0 . 3 3 7  0 . 0 5  
T h r e o n i n e  0 . 7 1  0 . 3  
T h y m i n e  0 . 8 1  0 . 3 2  
T r y p t o  p h a n  0 . 4 1  0 . 1  
T y r o s i  n e  0 . 3 6  0 . 1  
U r a c i l  0 . 2 2 4  0 . 1  
V a l i n e  0 . 7  0 . 3  
^ S t o c k  s o l u t i o n s  a r e  f o r m u l a t e d  s u c h  t h a t  5  m l  i s  a d d e d  
p e r  l i t e r  o f  m e d i u m  f o r  n o r m a l  s u p p l e m e n t a t i o n  l e v e l  ( D a v i s  
e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  
T a b l e  3 .  M e d i a  f o r  D i a g n o s i s  o f  a u x o t r o p h s  
1  2  3  4  5  
6  a d e n o s i  n e  g u a n o  s  i  n e  c y s t e i  n e  m e t h i  o n i  n e  t h i a m i n e  
7  h i s t i d i n e  l e u c i n e  i s o l e u c i n e  l y s i n e  v a l i n e  
8  p h e n y l  a l a n i  n e  t y r o s i  n e  t r y p t o p h a n  t h r e o n i  n e  p r o l i n e  
9  g l u t a m i  n e  a s p a r a g i n e  u r a c i l  a s p a r t i c  a c i d  a r g i m  n e  
1 0  t h y m i n e  s e r i n e  g l u t a m i c  a c i d  D A P  g l y c i  n e  
1 1  p y r i d o x i n e ,  n i c o t i n i c  a c i d  ,  b i o t i n ,  p a n t o t h e n a t e ,  a l a n i  n e  
^  T h e  c o m p o s i t i o n s  o f  m e d i a  1 - 5  a r e  l i s t e d  v e r t i c a l l y  a n d  t h e  c o m p o s i t i o n s  
o f  m e d i a  6 - 1 0  a r e  l i s t e d  h o r i z o n t a l l y  i n  t h e  T a b l e .  T h e  c o m p o s i t i o n  o f  
m e d i u m  1 1  i s  l i s t e d  h o r i z o n t a l l y  a t  t h e  b o t t o m  o f  t h e  T a b l e  ( D a v i s  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  
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R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  
I s o l a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a u x o t r o p h s  f r o m  T n 5 ^  
m u t a g e n e s i s  
T r a n s p o s o n  T n ^  w h i c h  c o n f e r s  r e s i s t a n c e  t o  k a n a m y c i n ,  
n e o m y c i n  a n d  s t r e p t o m y c i n  w a s  c h o s e n  f o r  t h i s  s t u d y  b e c a u s e  
R .  j a p o n i c u m  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n s  a r e  s e n s i t i v e  t o  l o w  l e v e l s  
o f  K m  a n d  b e c a u s e  T n ^  g e n e r a l l y  c a u s e s  p o l a r  m u t a t i o n s  a n d  
e x h i b i t s  l i t t l e  s i t e - s p e c i f i c i t y  ( B e r g  a n d  B e r g ,  1 9 8 3 ) .  T n 5  
h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  u s e d  t o  o b t a i n  i n s e r t i o n  m u t a n t s  i n  
s e v e r a l  s p e c i e s  o f  R h i z o b i u m  i n c l u d i n g  R _ ^  1  e q u m i  n o s a r u m  
( J o h n s t o n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) ,  R _ ^  m e l i l o t i  ( M e a d e  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  R .  
t r i  f o l  i  i  ( J o h n s t o n  e t  a l . ,  1 9 7 8  ) ,  R _ ^  p h a s e o l i  ( J o h n s t o n  e t  
a l . ,  1 9 7 8 ) ,  a n d  b o t h  s l o w -  a n d  f a s t - g r o w i n g  R _ ^  j a p o n i c u m  
s t r a i n s  ( H o r n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  R o s t a s  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  T o .  o b t a i n  
T n 5 _  t r a n s p o s i t i o n  t o  ^  j a p o n i c u m  r e p l i  c o n s  ( c h r o m o s o m e  a n d  
i n d i g e n o u s  p l a s m i d s ) ,  t h e  s u i c i d e  p l a s m i d  t e c h n i q u e  o f  
B e r i n g e r  e t  a l .  ( 1 9 7 8 a )  a n d  S i m o n  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  w a s  u s e d .  
T h e  s u i c i d e  p l a s m i d  p S U P l O l l  ( S i m o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  w a s  u s e d  t o  
i n t r o d u c e  T n 5  i n t o  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1 ;  p S U P l O l l  
c o n t a i n s  T n 5  a n d  t h e  m o b  r e g i o n  i n s e r t e d  i n t o  p A C Y C 1 8 4  a n d  i s  
i n  E _ j _  C O  1  i  s t r a i n  1 0 1 1  t h a t  c o n t a i n s  R P 4  i n t e g r a t e d  i n t o  t h e  
c h r o m o s o m e .  T h e  R P 4  p r o v i d e s  t h e  t r a n s f e r  f u n c t i o n s  
n e c e s s a r y  t o  m o b i l i z e  p S U P l O l l .  T h i s  p l a s m i d  w a s  
s u c c e s s f u l l y  u s e d  f o r  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  i n  R ^  j a p o n i c u m .  
I n  f i l t e r  m a t i n g s  b e t w e e n  E _ ^  c o l  i  d o n o r s  c o n t a i n i n g  p S U P l O l l  
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a n d  R _ ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1 ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  
c o l o n i e s  w a s  3 . 4  X  l O " ^ .  T h i s  f r e q u e n c y  i s  w i t h i n  t h e  r a n g e  
r e p o r t e d  f o r  o t h e r  f a s t -  a n d  s l o w - g r o w i n g  R _ ^  . j a p o n i c u m  
s t r a i n s ;  4 . 2  X  1 0 - 6  ( H o r n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) ,  5  X  I C T ?  a n d  1  X  l O ' ^  
( R o s t a s  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  T h e  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  f r e q u e n c y  o f  
s t r a i n  U S D A 1 9 1  t o  K m " "  w a s  l e s s  t h a n  3  X  l O ' ^ .  
A p p r o x i m a t e l y  t e n  t h o u s a n d  K m " "  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  
i s o l a t e d  f r o m  f i l t e r  m a t i n g s  a n d  t e s t e d  f o r  a u x o t r o p h y  b y  
r e p l i c a - p l a t i n g  o n t o  Z - m i n i m a l  m e d i a .  T w e n t y - t h r e e  
a u x o t r o p h s  w i t h  r e v e r s i o n  f r e q u e n c i e s  l e s s  t h a n  1 0 - 8  w e r e  
i s o l a t e d .  F i v e  o t h e r  a u x o t r o p h s  w i t h  r e v e r s i o n  f r e q u e n c i e s  
o f  1 0 - 4  t o  I Q - G  w e r e  i s o l a t e d ,  b u t  w e r e  n o t  u s e d  b e c a u s e  o f  
t h e  h i g h  r e v e r s i o n  r a t e .  T h i s  g i v e s  a n  a u x o t r o p h i c  f r e q u e n c y  
o f  0 . 2 8 % ,  w h i c h  i s  i n  t h e  r a n g e  o f  v a l u e s  {0.05% t o  1 . 4 % )  
r e p o r t e d  b y  o t h e r s  f o r  o t h e r  R h i z o b i u m  s p e c i e s  ( B e r i n g e r  e t  
a l . ,  1 9 7 8 a ;  H o r n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  M e a d e  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  R o s t a s  e t  
a l  . ,  1 9 8 4 ) .  
T h e  a u x o t r o p h i c  m u t a n t s  w e r e  a n a l y z e d  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  
n u t r i t i o n a l  r e q u i r e m e n t s  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  
M e t h o d s .  T h i r t e e n  d i f f e r e n t  c l a s s e s  w e r e  i d e n t i f i e d ;  l y s i n e "  
( 1 ) ,  t r y p t o p h a n "  ( 1 ) ,  s e r i n e / g l y c i n e "  ( 1 ) ,  t h i a m i n e -  ( 1 ) ,  
i s o l e u c i n e / v a l i n e "  ( 1 ) ,  c y s t e i n e "  ( 1 ) ,  e a r l y  b l o c k  i n  t h e  
a r o m a t i c  p a t h w a y  ( 1 ) ,  a d e n i n e "  ( 1 ) ,  h i s t i d i n e -  ( 2 ) ,  
u r a c i l / c y t o s i n e -  ( 2 ) ,  l e u c i n e -  ( 2 ) ,  a s p a r a g i n e / 1  e u e i n e "  ( 3 ) ,  
a n d  m e t h i o n i n e "  ( 6 ) .  T h e  w i d e  r a n g e  o f  c l a s s e s  i n d i c a t e s  a  
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r e l a t i v e  n o n s p e c i f i c i t y  o f  T n 5  i n s e r t i o n  i n t o  t h e  R .  
j a p o n i c u m  g e n o m e .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  r e s u l t s  o b t a i n e d  
b y  o t h e r  w o r k e r s  ( B e r i n g e r  e t  a l . ,  1 9 7 8 a ;  M e a d e  e t  a l . ,  
1 9 8 2 )  .  
T h e  s p o n t a n e o u s  r e v e r s i o n  f r e q u e n c y  f o r  a l l  T n ^  i n d u c e d  
a u x o t r o p h s  w a s  d e t e r m i n e d  o n  Z - m i n i m a l  m e d i u m  b o t h  w i t h  a n d  
w i t h o u t  k a n a m y c i n  ( T a b l e  4 ) .  O f  t h e  i d e n t i f i e d  a u x o t r o p h s ,  
t h e  s p o n t a n e o u s  r e v e r s i o n  f r e q u e n c y  w a s  v e r y  l o w ;  1  X  1 0 " 8  t o  
l e s s  t h a n  2  X  I Q - I O .  F i v e  a u x o t r o p h s  h a d  h i g h  s p o n t a n e o u s  
r e v e r s i o n  r a t e s  o n  m e d i a  c o n t a i n i n g  k a n a m y c i n ;  1 0 - 4  t o  1 0 - 6 .  
T h i s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  R _ j _  l e q u m i n o s a r u m  ( B e r i n g e r  e t  a l . ,  
1 9 7 8 a )  a n d  s l o w - g r o w i n g  R .  j a p o n i c u m  s t r a i n s  ( H o r n  e t  a l . ,  
1 9 8 4 ) .  S e v e n  s p o n t a n e o u s  r e v e r t a n t s  o n  Z - m i n i m a l  m e d i u m  
w i t h o u t  K m  s e l e c t i o n  w e r e  t e s t e d  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  
r e v e r s i o n  t o  p r o t o t r o p h y  w a s  d u e  t o  t h e  e x c i s i o n  o f  T n ^  a n d  
a l l  r e v e r t a n t s  w e r e  K m S .  
T h e  p l a s m i d  p D P 3 7  w a s  e a s i l y  t r a n s f e r r e d  t o  R _ ^  j a p o n i c u m  
T n 5 - i n d u c e d  a u x o t r o p h s  i n  m e m b r a n e  m a t i n g s .  T r a n s c o n j u g a n t s  
w e r e  s e l e c t e d  o n  T Y  p l a t e s  c o n t a i n i n g  5 0  u g / m l  S m  a n d  1 0 0  
u g / m l  K m  t o  s e l e c t  a g a i n s t  t h e  ^  c o l i  p a r e n t  a n d  1 5  u g / m l  T o  
t o  s e l e c t  a g a i n s t  t h e  ^  j a p o n i c u m  p a r e n t .  T r a n s c o n j u g a n t s  
a r o s e  a t  a  f r e q u e n c y  o f  3  X  1 0 - 2  t o  5  X  1 0 - 4 .  p D P 3 7  i s  a  
d e r i v a t i v e  o f  t h e  m o b i l i z i n g  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  ( P i s c h l  a n d  
F a r r a n d ,  1 9 8 3 ) .  P l a s m i d  R 5 8 . 4 5  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  p o s s e s s  
n o n p o l a r  c h r o m o s o m e  m o b i l i z i n g  a b i l i t y  i n  A g r o b a c t e r i  u m  
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( B r y a n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  H a m a d a  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  H o o y k a a s  e t  a l . ,  
1 9 8 2 b ) ,  ^  m e l  i  1  o t i  ( K o n d o r o s i  e t  a l . ,  1 9 7 7  ) ,  R _ ^  t r i  f o i l  i  
( M e g i a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  a n d  ^  1 e g u m i  n o s a r u m  ( B e r i n g e r  e t  a l . ,  
1 9 7 8 b ) .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  m o b i l i z a t i o n  o f  t h e  
c h r o m o s o m e  m a y  o c c u r  i f  t h e  m o b i l i z i n g  p l a s m i d  c a r r i e s  a  D N A  
s e g m e n t  t h a t  i s  h o m o l o g o u s  t o  a  s e g m e n t  o f  t h e  c h r o m o s o m e  
( J o h n s o n  a n d  R o m i g ,  1 9 7 9 ) .  F o l l o w i n g  t h i s  s t r a t e g y ,  P i s c h l  
a n d  F a r r a n d  ( 1 9 8 3 )  i n s e r t e d  T n ^  i n t o  R 6 8 . 4 5  t o  c r e a t e  
h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e  c h r o m o s o m e  a n d  t h e  m o b i l i z i n g  p l a s m i d .  
T h e  r e s u l t i n g  d o n o r  s t r a i n s  s h o w e d  e n h a n c e d  g e n e  t r a n s f e r  
a b i l i t y  a n d  a  p o l a r  g e n e  t r a n s f e r  s y s t e m .  
I s o l a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a u x o t r o p h s  f r o m  U V  a n d  N T G  
m u t a g e n e s i  s  
U l t r a v i o l e t  l i g h t  a n d  n i t r o s o q u a n i d i n e  a r e  p o t e n t  
m u t a g e n s  a n d  c a n  i n d u c e  a  w i d e  s p e c t r u m  o f  m u t a t i o n s  i n  
b a c t e r i a  i n c l u d i n g  E _ ^  c o l  i  ,  ^  l e g u m i  n o s a r u m  ( B e r i n g e r  e t  
a l . ,  1 9 7 8 b ) ,  a n d  A _ ^  t u m e f a c i e n s  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 b ) .  
F o r  U V  a n d  N T G  m u t a g e n e s i s  i n  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1 ,  a  
s u r v i v a l  c u r v e  f o r  e a c h  m u t a g e n  w a s  f i r s t  d e t e r m i n e d  a s  
d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  W h e n  c e l l s  w e r e  
e x p o s e d  t o  U V  l i g h t  f o r  6 0  s e c ,  a  s u r v i v a l  r a t e  o f  0 . 0 9 %  w a s  
o b t a i n e d .  T h i s  e x p o s u r e  t i m e  w a s  u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  U V  
m u t a g e n e s i s  e x p e r i m e n t s .  A p p r o x i m a t e l y  5 0 0 0  U V  m u t a g e n i z e d  
c e l l s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  a u x o t r o p h y  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  O n l y  
t w o  p r e s u m p t i v e  a u x o t r o p h s  w e r e  i s o l a t e d  a n d  t h e s e  w e r e  b o t h  
2 9  
i d e n t i f i e d  a s  m e t h i o n i n e "  w i t h  r e v e r s i o n  f r e q u e n c i e s  o f  4 . 2  
a n d  5 . 1  X  1 0 - 9  ( T a b l e  4 ) .  T h e  f r e q u e n c y  o f  U V - i n d u c e d  
a u x o t r o p h s  f o r  U S D A 1 9 1  i s  0 . 0 4 % ,  w h i c h  i s  m u c h  l o w e r  t h a n  t h e  
f r e q u e n c y  o f  T n 5 ^ i n d u c e d  a u x o t r o p h s .  
N i t r o s o q u a n i d i n e  i n d u c e s  a  h i g h  f r e q u e n c y  o f  m u t a t i o n  i n  
d o s e s  w h i c h  r e s u l t  i n  l i t t l e  k i l l i n g .  W h e n  j a p o n i c u m  
U S  D A 1 9 1  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  5 0  u g / m l  N T  G  f o r  4  h r ,  a  
s u r v i v a l  o f  6 2 %  w a s  o b t a i n e d .  A p p r o x i m a t e l y  4 0 0 0  N T G - t r e a t e d  
c e l l s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  a u x o t r o p h y  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  
M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  S e v e n  a u x o t r o p h s  w e r e  i d e n t i f i e d  t h a t  
h a d  r e v e r s i o n  r a t e s  l e s s  t h a n  1  X  1 0 - 8  ( T a b l e  4 ) ,  t h r e e  
a u x o t r o p h s  c o u l d  n o t  b e  i d e n t i f i e d ,  a n d  f i v e  a u x o t r o p h s  h a d  
r e v e r s i o n  f r e q u e n c i e s  o f  l e s s  t h a n  1  X  1 0 " ^ .  I n  j a p o n i c u m  
U S D A 1 9 1 ,  N T G  h a s  a  m u t a t i o n  f r e q u e n c y  o f  0 . 3 5 % ,  w h i c h  
c o m p a r e s  f a v o r a b l y  w i t h  t h e  T n _ 5  m u t a t i o n  r a t e .  T h e s e  
a u x o t r o p h s  f e l l  i n t o  f o u r  c l a s s e s ;  a d e n o s i n e  o r  g u a n o s i n e "  
( 2 ) ,  m e t h i o n i n e "  ( 3 ) ,  m e t h i o n i n e  o r  c y s t e i n e "  ( 1 )  a n d  a n  
e a r l y  b l o c k  i n  t h e  a r o m a t i c  p a t h w a y  ( 1 ) .  S e v e r a l  a t t e m p t s  
w e r e  m a d e  t o  i s o l a t e  a u x o t r o p h s  w i t h  m o r e  t h a n  o n e  
r e q u i r e m e n t  u s i n g  t h e s e  N T G - i n d u c e d  m u t a n t s ,  b u t  t h i s  w a s  
u n s u c c e s s f u l .  A  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  N T  G  w a s  u s e d ,  s i n c e  
s u b s e q u e n t  t r e a t m e n t  o f  t h e s e  c e l l s  w i t h  5 0  u g / m l  N T G ,  
r e s u l t e d  i n  a  l o w  s u r v i v a l  r a t e ,  a n d  t h e  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  
o f  N T G  d i d  n o t  a p p e a r  t o  i n d u c e  m u t a t i o n s .  
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C h r o m o s o m e  t r a n s f e r  
A u x o t r o p h i c  d e r i v a t i v e s  o f  j a p o n i  c u m  s t r a i n  U S  D A 1 9 1  
w i t h  T n ^  i n s e r t e d  i n t o  t h e  c h r o m o s o m e ,  c a r r y i n g  t h e  R  p l a s m i d  
p D P 3 7  w e r e  u s e d  a s  d o n o r s  i n  c r o s s e s  w i t h  ^  j a p o n i c u m  
s t r a i n s  I A 2 0 2 2 ,  I A 2 0 3 2 ,  I A 2 0 2 4 ,  I A 2 0 3 4 ,  I A 2 0 2 5 ,  a n d  I A 2 0 3 6  
( s e e  T a b l e  1 ) .  S e l e c t i o n  w a s  m a d e  f o r  K m ' " / R m ' "  o r  K m ^ / N b ^  a n d  
t h e  f r e q u e n c y  o f  t r a n s f e r  w a s  c a l c u l a t e d  a s  t h e  n u m b e r  o f  
r e c o m b i n a n t s  p e r  r e c i p i e n t  c e l l  p l a t e d .  R e s u l t s  o f  
c o n j u g a t i o n s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  5 .  C h r o m o s o m e  t r a n s f e r  
f r e q u e n c y  v a r i e d  b e t w e e n  1 . 1  X  1 0 " ^  t o  l e s s  t h a n  1 . 4  x  1 0 " ^  
f o r  d i f f e r e n t  s t r a i n s .  I n  ^  t u m e f a c i e n s ,  d o n o r  s t r a i n s  w i t h  
T n ^  o n  t h e  c h r o m o s o m e  a n d  c a r r y i n g  p D P 3 7  h a v e  a c q u i r e d  t h e  
a b i l i t y  t o  t r a n s m i t  t h e  c h r o m o s o m e  i n  a  p o l a r i z e d  f a s h i o n  
w i t h  t h e  o r i g i n  o f  t r a n s f e r  a t  t h e  s i t e  o f  h o m o l o g y  b e t w e e n  
t h e  c h r o m o s o m e  a n d  m o b i l i z i n g  p l a s m i d  ( i n  t h i s  c a s e  T n 5 )  
( P i s c h l  a n d  F a r r a n d ,  1 9 8 4 ) .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  r e p o r t s  
o f  c h r o m o s o m e  m o b i l i z a t i o n  w i t h  R 6 8 . 4 5 ,  w h e r e  t h e  f r e q u e n c y  
o f  m o b i l i z a t i o n  i s  u n i f o r m l y  l O " ^  t o  1 0 " ^  i n d i c a t i n g  t h a t  
t r a n s f e r  m e d i a t e d  b y  R 6 8 . 4 5  s t a r t s  f r o m  m a n y  d i f f e r e n t  s i t e s  
( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 b ) .  I t  a p p e a r s  t h a t  i n  ^  j a p o n i c u m ,  
p D P 3 7  d o e s  n o t  t r a n s f e r  c h r o m o s o m e  m a r k e r s  l i k e  R 6 8 . 4 5  s i n c e  
t h e  t r a n s f e r  f r e q u e n c y  v a r i e d .  I t  i s  n o t  k n o w n  i f  t h e  o r i g i n  
o f  m o b i l i z a t i o n  i s  t h e  r e g i o n  o f  h o m o l o g y  b e t w e e n  p D P 3 7  a n d  
t h e  c h r o m o s o m e ,  h o w e v e r  t h i s  s e e m s  l i k e l y .  I n  c r o s s e s  w h e r e  
t h e  t r a n s f e r  f r e q u e n c y  i s  q u i t e  l o w  ( i . e .  I A 1 0 0 2 - 3 7 ) ,  t h e  
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s e l e c t e d  m a r k e r s  w e r e  t o o  f a r  a p a r t  f o r  e f f i c i e n t  
r e c o m b i n a t i o n  t o  o c c u r .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  c r o s s e s  w i t h  
a  h i g h  t r a n s f e r  f r e q u e n c y  ( i . e .  I A l O O l - 3 7 )  s u g g e s t i n g  t h a t  
t h e  s e l e c t e d  m a r k e r s  w e r e  c l o s e r .  H o w e v e r ,  w i t h  s o  f e w  
m a r k e r s ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  e s t i m a t e  l i n k a g e s  b a s e d  o n  
t r a n s f e r  f r e q u e n c y .  
S o m e  l i n k a g e s  c o u l d  b e  c a l c u l a t e d  b y  a n a l y z i n g  t h e  
c o i n h e r i t a n c e  p e r c e n t a g e  b e t w e e n  a  p a i r  o f  c h r o m o s o m a l  
m a r k e r s .  T h i s  i s  d e f i n e d  a s  t h e  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  a m o n g  1 0 0  
r e c o m b i n a n t s  s e l e c t e d  f o r  t h e  i n h e r i t a n c e  o f  o n e  c h r o m o s o m a l  
d o n o r  m a r k e r  t h a t  h a v e  r e c e i v e d  a  s e c o n d ,  n o n s e l e c t e d  m a r k e r  
f r o m  t h e  d o n o r  i n  t h e  s a m e  c r o s s .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  
p r e s e n t e d  i n  T a b l e  5 .  I f  c h r o m o s o m e  m o b i l i z a t i o n  p r o c e e d s  
f r o m  a  s i n g l e  o r i g i n  i n  a  p o l a r  f a s h i o n ,  t h e  c o i n h e r i t a n c e  
p e r c e n t a g e s  c a n  b e  g r o u p e d  i n t o  t w o  d i s t i n c t  c l a s s e s ;  1 )  w h e n  
t h e  u n s e l e c t e d  m a r k e r  l i e s  b e t w e e n  t h e  t w o  s e l e c t e d  m a r k e r s ,  
t h e  C O  i n h e r i t a n c e  p e r c e n t a g e  w i l l  b e  a r o u n d  1 0 0 %  a n d  2 )  w h e n  
t h e  u n s e l e c t e d  m a r k e r  l i e s  d i s t a l  t o  t h e  s e l e c t e d  m a r k e r s ,  
t h e  C O i n h e r i t a n c e  p e r c e n t a g e  w i l l  b e  l o w  ( l e s s  t h a n  3 0 % ) .  A s  
c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  5 ,  t h e  c o i n h e r i t a n c e  p e r c e n t a g e s  r a n g e d  
b e t w e e n  6 4 . 2 %  a n d  1 0 0 %  o r  b e t w e e n  1 5 . 5 %  a n d  0 % ,  s h o w i n g  t h a t  
t h e r e  w e r e  t w o  d i s t i n c t  c l a s s e s  o f  t r a n s c o n j u g a n t s  a s  w a s  
e x p e c t e d .  
3 2  
N o d u l a t i o n  t e s t s  
A l l  a u x o t r o p h s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  f o r m  
n o d u l e s  o n  S i r a t r o  p l a n t s .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  
T a b l e  4 .  S e v e n  o u t  o f  3 2  a u x o t r o p h s  f a i l e d  t o  f o r m  n o d u l e s .  
T h e s e  i n c l u d e  a  l y s i n e "  m u t a n t ,  o n e  o f  t w o  u r a c i l / c y t o s i n e "  
m u t a n t s ,  o n e  o f  t w o  h i s t i d i n e "  m u t a n t s ,  o n e  o f  t w o  a r o m a t i c  
m u t a n t s ,  a n d  t h r e e  o f  e l e v e n  m e t h i o n i n e "  m u t a n t s .  S i n c e  t h e  
b i o c h e m i c a l  r e q u i r e m e n t s  o f  n o d u l e  f o r m a t i o n  a r e  n o t  k n o w n ,  
i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  s p e c u l a t e  a s  t o  w h y  t h e s e  p a r t i c u l a r  
m u t a n t s  a r e  n o t  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s ,  a l t h o u g h ,  p e r h a p s  w h e n  
m o r e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  a c t u a l  e v e n t s  o f  t h e  n o d u l a t i o n  
p r o c e s s ,  t h e s e  m u t a n t s  w i l l  h e l p  d e f i n e  s o m e  e v e n t s .  T h e  
N o d " * "  m u t a n t s  w e r e  n o t  t e s t e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o -  f i x  
n i t r o g e n .  
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T a b l e  4 .  S p o n t a n e o u s  r e v e r s i o n  f r e q u e n c y  t o  p r o t o t r o p h y  a n d  
n o d u l a t i o n  a b i 1 i t y  
S t r a i n  R e v e r s i o n  f r e q u e n c y  
+  K m  - K m  
N u m b e r  o f  
N o d u l e s  
R .  j a p o n i  c u m  
l A l O O l  
I A 1 0 0 2  
I A 1 0 0 3  
I A 1 0 0 4  
I A 1 0 0 6  
I A 1 0 0 7  
I A 1 0 0 8  
I A 1 0 0 9  
I A 1 0 1 2  
I A 1 0 1 4  
I A 1 0 1 6  
I A 1 0 1 7  
I A 1 0 1 8  
I A 1 0 1 9  
I A 1 0 2 0  
I A 1 0 2 1  
I A 1 0 2 2  
I A 1 0 2 3  
I A 1 0 2 4  
I A 1 0 2 5  
I A 1 0 2 6  
I A 1 0 2 7  
I A 1 0 2 8  
I A 2 0 0 1  
I A 2 0 0 2  
I A 2 0 0 3  
I A 2 0 0 4  
I A 2 0 0 5  
I A 2 0 0 6  
I A 2 0 0 7  
I A 2 0 0 8  
I A 2 0 0 9  
4 1 . 8 X 1 0 - 1 0  
< 3 . 4 X 1 0 - 9  
< 1 . 3 X 1 0 - 1 0  
8 . 3 X 1 0 - 9  
< 2 . 4 X 1 0 - 1 0  
< 1 . 6 X 1 0 - 1 0  
< 1 . 0 X 1 0 - 1 0  
< 2 . 0 X 1 0 - 9  
6 . 0 X 1 0 - 9 ,  
< 1 . 0 X 1 0 - 1 0  
6 . 0 X 1 0 - 9  
< 2 . 0 X 1 0 - 1 0  
< 1 . 6 X 1 0 - 1 0  
< 2 . 4 X 1 0 - 1 0  
< 7 . 6 X 1 0 - 9  
3  . 0 X 1 0 - 9  
2 . 0 X 1 0 - 8  
< 1 . 7 X 1 0 - 1 0  
1 : 3 X 1 0 - 9  
< 2 . 1 X 1 0 - 1 0  
2 . 2 X 1 0 - 9  
N.D.a 
N . D .  
N . D .  
N . D .  
N . D .  
N . D .  
N . D .  
N . D .  
N . D .  
N . D .  
N . D .  
5 . 6 X 1 0 - 1 0  
< 3  . 4 X 1 0 - 9  
< 1  . 3 X 1 0 - 1 0  
1 . 4 X 1 0 - 8  
1 . 3 X 1 0 - 1 0  
6 . 3 X 1 0 - 1 0  
2 . 7 X 1 0 - 8  
< 2 . 0 X 1 0 - 9  
7 . 3 X 1 0 - 9  
< 1 . 0 X 1 0 - 1 0  
1 . 1 X 1 0 - 8  
1 . 0 X 1 0 - 8  
1 . 2 X 1 0 - 8  
6 . 7 X 1 0 - 9  
< 7 . 6 X 1 0 - 9  
6 . 0 X 1 0 - 9  
6 . 3 X 1 0 - 8  
< 1 . 7 X 1 0 - 1 0  
1 . 4 X 1 0 - 9  
< 2 . 1 X 1 0 - 1 0  
2 . 2 X 1 0 - 9  
N . D .  
N . D .  
N . D .  
1 . 9 X 1 0 - 9  
4 . 1 X 1 0 - 8  
3 . 0 X 1 0 - 9  
N . D .  
4 . 2 X 1 0 - 9  
5 . 1 X 1 0 - 9  
7 . 8 X 1 0 - 8  
1 . 2 X 1 0 - 8  
0 
1 3  
1 0  
3  
5  
0 
1 9  
6 
3  
1 5  
0 
0 
4  
20  
4  
8 
11 
0 
9  
7  
1 2  
1 6  
7  
1 
9  
0 
1 4  
0 
18 
7  
1 4  
9  
& N o t  d e t e r m i n e d .  
T a b l e  5 .  L i n k a g e  a n a l y s i s  o f  s e v e r a 1  
P a r e n t a l  S p o n t a n e o u s  S p o n t a n e o u s  
s t r a i n s  M u t a t i o n  M u t a t i o n  
R a t e  t o  N b ' ^  R a t e  t o  K m ' '  
o r  R m * "  
IAlOOl-37 2 .2X10 -7 5 .0X10-8 
X  IA2032 
-10 IAlOOl-37 9 .1X10 1 .2X10-6 
X  IA2022 
10 IAlOOl-37 2 .2X10 -7 1 .4X10-
X  IA2036 
-10 IAlOOl-37 9 .1X10 2 .0X10-7 
X  IA2026 
12 IAlOOl-37 2 .2X10 -7 1 .7X10-
X  IA2034 
-10 IAlOOl-37 9 .1X10 6 
1 o
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7 
X  IA2024 
IA1002-37 4 .2X10 -8 5 .0X10-8 
X  IA2032 
IA1002-37 4 .4X10 -7 1 .2X10-6 
X  IA2022 
-8 10 IA1002-37 4 .2X10 1 .4X10-
X  IA2036 
IA1002-37 4 .4X10 -7 2 o
 
X
 
o
 1 7 • 
X  IA2026 
-8 12 IA1002-37 4 .2X10 1 .7X10-
X  IA2034 
IA1002-37 4 .4X10 -7 6 o
 
X
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7 
X  I A 2 0 2 4  
m a r k e r  p a i r s  o f  R .  j a p o n i c u m  
S e l e c t e d  T r a n s f e r  E f f i c i e n c y  C o  i n h e r i t a n c e  
p h e n o t y p e  F r e q u e n c y ^  o f  M a t i n g ^  P e r c e n t a g e  
K m ^ R m ^  1  . 3 X 1 0 - 2  4  . 6 X 1 0  - 6  p u r *  1 4 . 0 %  
K m ^ N b ^  5  . 0 X 1 0 -1  4  . 5 X 1 0  - 5  7 . 0 %  
K m ^ R m ^  9  . 3 X 1 0 - 4  4  . 5 X 1 0  - 5  m e t *  1 0 0 %  
K m ^ N b ^  1  . 1 X 1 0 -1  1  . 1 X 1 0  - 6  m e t *  1 0 0 %  
K m ^ R m ^  3  . 7 X 1 0 -1  4  . 5 X 1 0  - 5  a r o *  1 0 0 %  
K m ^ N b ^  1  . 7 X 1 0 -1  3  . 3 X 1 0  - 5  a  r o *  1 2 . 5 %  
K m ^ R m ^  5  . 7 X 1 0 - 6  1  . 5 X 1 0  - 7  N . D . c  
K m ^ N b ^  1  . 0 X 1 0 - 5  5  . 0 X 1 0  - 7  N . D .  
K m ^ R m ^  1  . 0 X 1 0 - 6  1  . 5 X 1 0  - 6  N . D .  
K m ^ N b ^  1  . 0 X 1 0 - 5  5  . 0 X 1 0  - 8  N . D .  
K m ^ R m ^  4  . 0 X 1 0 - 4  2  . 0 X 1 0  - 7  N . D .  
K m ^ N b ^  2  . 5 X 1 0 - 6  1  . 0 X 1 0  - 7  N . D .  
I A 1 0 0 4 - 3 7  
X  I A 2 0 3 2  
I A 1 0 0 4 - 3 7  
. X  I A 2 0 2 2  
I A 1 0 0 4 - 3 7  
X  I A 2 0 3 6  
I A 1 0 0 4 - 3 7  
X  I A 2 0 2 6  
I A 1 0 0 4 - 3 7  
X  I A 2 0 3 4  
I A 1 0 0 4 - 3 7  
X  I A 2 0 2 4  
I A 1 0 0 6 - 3 7  
X  I A 2 0 3 2  
I A 1 0 0 6 - 3 7  
X  I A 2 0 2 2  
I A 1 0 0 6 - 3 7  
X  I A 2 0 3 6  
I A 1 0 0 6 - 3 7  
X  I A 2 0 2 6  
I A 1 0 0 6 - 3 7  
X  I A 2 0 3 4  
I A 1 0 0 6 - 3 7  
X  I A 2 0 2 4  
6  . 9 X 1 0 - 9  1 .  6 X 1 0 - 6  5  . 4 X 1 0 -1  7  . 8 X 1 0 - 6  p u r *  0 %  
6  . 9 X 1 0 - 9  2 .  5 X 1 0 - 7  K m ^ N b ^  8  . 0 X 1 0 - 2  1  . 2 X 1 0 - 6  p u r *  0 %  
6  . 9 X 1 0 - 9  1 .  5 X 1 0 - 6  K m ^ R m ^  4  . 6 X 1 0 -1  6  . 7 X 1 0 - 6  m e t *  1 6 . 5 %  
6  . 9 X 1 0 - 9  1 .  2 X 1 0 - 7  K m ^ N b ^  1  . 2 X 1 0 -1  1  . 7 X 1 0 - 6  m e t *  9 7 %  
6  . 9 X 1 0 - 9  1 .  3 X 1 0 - 6  K m ^ R m ^  1  . 1 X 1 0 -1  1  . 0 X 1 0 - 5  a r o " * "  0 %  
6  . 9 X 1 0 - 9  1 .  3 X 1 0 - 7  K m ^ N b ^  2  . 5 X 1 0 - 2  3  . 6 X 1 0 - 6  a r e *  0 %  
2  . 3 X 1 0 - 9  4 .  2 X 1 0 - 7  K m ^ R m ^  5  . 1 X 1 0 - 2  2  . 2 X 1 0 - 6  2 u r +  9 2 %  
2  . 3 X 1 0 - 9  1 .  7 X 1 0 - 7  K m ^ N b ^  2  . 2 X 1 0 - 2  9  . 6 X 1 0 - 7  2 u r *  1 0 0 %  
2  . 3 X 1 0 - 9  < 1  . 0 X 1 0 - 7  K m ^ R m ^  2  . 5 X 1 0 -1  1  . 1 X 1 0 - 4  m e t *  1 0 0 %  
2  . 3 X 1 0 - 9  7 .  9 X 1 0 - 8  K m ^ N b ^  4  . 7 X 1 0 -1  2  . 0 X 1 0 - 5  m e t *  9 2 %  
2  . 3 X 1 0 - 9  2 .  2 X 1 0 - 8  K m ^ R m ^  2  
1 O
 
X
 
LO 3  1  . 1 X 1 0 - 4  a r c *  1 0 0 %  
2  . 3 X 1 0 - 9  3 .  1 X 1 0 - 8  K m ^ N b ^  2  . 5 X 1 0 - 3  1  . 1 X 1 0 - 5  a r o *  9 9 %  
^ E x p r e s s e d  a s  t h e  
^ E x p r e s s e d  a s  t h e  
' ' N o t  d e t e r m i n e d .  
n u m b e r  o f  t r a n s c o n j u g a n t s  p e r  r e c i p i e n t  c e l l  
n u m b e r  o f  t r a n s c o n j u g a n t s  p e r  d o n o r  c e l l .  
o o  (J1 
T a b l e  5  .  ( C o n t i n u e d )  
P a r e n t a l  S p o n t a n e o u s  S p o n t a n e o u s  
s t r a i n s  M u t a t i o n  M u t a t i o n  
R a t e  t o  N b * ^  R a t e  t o  K m ^  
o r  R m ^  
I A 1 0 0 9 - 3 7  5  . 2 X 1 0 "  9  4  . 2 X 1 0  - 7  
X  I A 2 0 3 2  
I A 1 0 0 9 - 3 7  5 . 2 X 1 0 "  9  1  . 0 X 1 0  - 7  
X  IA2022 
I A 1 0 0 9 - 3 7  5 . 2 X 1 0 "  9  1  . 7 X 1 0  - 7  
X  I A 2 0 3 6  
- 8  I A 1 0 0 9 - 3 7  5 . 2 X 1 0 "  9  7  . 8 X 1 0  
X  I A 2 0 2 6  
- 8  I A 1 0 0 9 - 3 7  5 . 2 X 1 0 "  9  2  . 2 X 1 0  
X  I A 2 0 3 4  
- 8  I A 1 0 0 9 - 3 7  5 . 2 X 1 0 "  9  3  . 1 X 1 0  
X  I A 2 0 2 4  
I A 1 0 1 2 - 3 7  1 . 1 X 1 0 "  9  4  . 2 X 1 0  - 7  
X  I A 2 0 3 2  
I A 1 0 1 2 - 3 7  1 . 1 X 1 0 "  9  1  . 1 X 1 0  - 7  
X  I A 2 0 2 2  
I A 1 0 1 2 - 3 7  1 . 1 X 1 0 "  9  1  . 7 X 1 0  - 7  
X  I A 2 0 3 5  
- 8  I A 1 0 1 2 - 3 7  1 . 1 X 1 0 "  9  7  . 2 X 1 0  
X  I A 2 0 2 6  
- 8  I A 1 0 1 2 - 3 7  1 . 1 X 1 0 "  9  2  . 2 X 1 0  
X  I A 2 0 3 4  
- 8  I A 1 0 1 2 - 3 7  1 . 1 X 1 0 "  9  3  . 1 X 1 0  
X  I A 2 0 2 4  
I A 1 0 1 7 - 3 7  6 . 0 X 1 0 - 8  I . B X I O ' ^  
X  I A 2 0 3 2  
S e l e c t e d  T r a n s f e r  E f f i c i e n c y  C o i n h e r i t a n c e  
p h e n o t y p e  F r e q u e n c y ®  o f  M a t i n g "  P e r c e n t a g e  
1  i!
 
5  
K m ^ N b ^  1  . 0 X 1 0 "  6  
4  . 7 X 1 0 "  5  
K m ^ N b ^  9  . 8 X 1 0 "  6  
K m ^ R m ^  1  . 8 X 1 0 "  5  
K m ^ N b ^  1  . 7 X 1 0 "  6  
K m ^ R m ^  5  . 2 X 1 0 "  2  
K m ^ N b ^  2  . 5 X 1 0 "  3  
1  . 8 X 1 0 "  1  
K m ^ N b ^  2  . 8 X 1 0 "  3  
4  . 1 X 1 0 "  2  
K m ^ N b ^  4  . 0 X 1 0 "  4  
K m ^ R m ^  3  . 4 X 1 0 "  3  
. 5 X 1 0  - 8  N . D .  
. 2 X 1 0  - 8  N . D .  
. 5 X 1 0  - 7  N . D .  
. 0 X 1 0  - 7  N . D .  
. 7 X 1 0  - 7  N . D .  
. 7 X 1 0  - 8  N . D .  
. 7 X 1 0  - 6  P u r  +  6 4 . 2 %  
. 8 X 1 0  - 7  2 u r +  9 7 %  
. 6 X 1 0  - 5  m e t " * "  1 0 0 %  
. 1 X 1 0  - 8  m e t *  1 0 0 %  
. 7 X 1 0  - 6  a r o " * "  1 0 0 %  
. 1 X 1 0  - 8  a r o *  1 0 0 %  
1 
5  
1 
9  
1 
3  
4  
1 
1 
9  
3  
9  
2 
l A l O  7 - 3 7  
X  I A 2 0 2 2  
I A 1 0 1 7 - 3 7  
X  I A 2 0 3 6  
I A 1 0 1 7 - 3 7  
X  I A 2 0 2 6  
I A 1 0 1 7 - 3 7  
X  I A 2 0 3 4  
I A 1 0 1 7 - 3 7  
X  I A 2 0 2 4  
I A 1 0 1 8 - 3 7  
X  I A 2 0 3 2  
I A 1 0 1 8 - 3 7  
X  I A 2 0 2 2  
I A 1 0 1 8 - 3 7  
X  I A 2 0 3 6  
I A 1 0 1 8 - 3 7  
X  I A 2 0 2 6  
I A 1 0 1 8 - 3 7  
X  I A 2 0 3 4  
I A 1 0 1 8 - 3 7  
X  I A 2 0 2 4  
I A 1 0 1 9 - 3 7  
X  I A 2 0 3 2  
I A 1 0 1 9 - 3 7  
X  I A 2 0 2 2  
I A 1 0 1 9 - 3 7  
X  I A 2 0 3 6  
I A 1 0 1 9 - 3 7  
X  I A 2 0 2 6  
I A 1 0 1 9 - 3 7  
X  I A 2 0 3 4  
I A 1 0 1 9 - 3 7  
X  I A 2 0 2 4  
< 9 . 7 X 1 0 - 9  
6 . 0 X 1 0 - 8  
< 9 . 7 X 1 0 - 9  
6 . 0 X 1 0 - 8  
< 9 . 7 X 1 0 - 9  
6 . 0 X 1 0 - 8  
< 6 . 0 X 1 0 - 9  
6 . 7 X 1 0 - 8  
< 6 . 0 X 1 0 - 9  
6 . 7 X 1 0 - 8  
< 6 . 0 X 1 0 - 9  
2 . 2 X 1 0 - 8  
1 . 3 X 1 0 - 9  
2 . 2 X 1 0 - 8  
1 . 3 X 1 0 - 9  
2 . 2 X 1 0 - 8  
1 . 3 X 1 0 - 9  
« - 2 . 0 X 1 0 - 8  
<  3 . 0 X 1 0 - 9  
<  2 . 6 X 1 0 - 8  
1 . 3 X 1 0 - 8  
<  1 . 4 X 1 0 - 8  
<  5 . 0 X 1 0 - 8  
<  2 . 0 X 1 0 - 8  
<  3 . 0 X 1 0 - 9  
< 2 . 6 X 1 0 - 8  
1 . 3 X 1 0 - 8  
< 1 . 4 X 1 0 - 8  
1 . 5 X 1 0 - 8  
2 . 4 X 1 0 - 8  
<  3 . 0 X 1 0 - 9  
1 . 5 X 1 0 - 8  
1 . 3 X 1 0 - 8  
2 . 3 X 1 0 - 8  
K m ^ N b ^  
K m ^ N b ^  
K m ^ N b ^  
K m ^ N b ^  
K m ^ R ^ r  
K m ^ N b ^  
K m ^ N b ^  
K m ^ R m ^  
K m ^ N b ^  
K m ^ N b ^  
2 . 0 X 1 0 - 4  
3 . 9 X 1 0 - 4  
4 . 9 X 1 0 - 4  
3 . 3 X 1 0 - 3  
6 . 2 X 1 0 - 3  
2 . 5 X 1 0 - 6  
4 . 2 X 1 0 - 7  
1 . 3 X 1 0 - 5  
< 5  . 0 X 1 0 * 8  
3 . 5 X 1 0 - 5  
1 . 1 X 1 0 - 7  
2 . 6 X 1 0 - 6  
< 3 . 7 X 1 0 - 7  
1 . 1 X 1 0 - 6  
< 1 . 4 X 1 0 - 8  
3 . 7 X 1 0 - 5  
< 6 . 0 X 1 0 - 7  
7 . 7 X 1 0 - 5  p u r " * "  1 0 0 %  
3 . 5 X 1 0 - 5  m e t *  1 0 0 %  
8 . 3 X 1 0 - 5  m e t *  1 0 0 %  
4 . 2 X 1 0 - 5  a r o *  8 1 %  
6 . 7 X 1 0 - 5  a r o *  1 0 0 %  
1 . 4 X 1 0 - 8  N . D .  
1 . 0 X 1 0 - 6  N . D .  
2 . 1 X 1 0 - 6  N . D .  
1 . 1 X 1 0 - 8  N . D .  
1 . 2 X 1 0 - 6  N . D .  
1 . 0 X 1 0 - 7  N . D .  
1 . 1 X 1 0 - 8  N . D .  
5 . 0 X 1 0 - 8  N . D .  
2 . 0 X 1 0 - 8  N . D .  
8 . 0 X 1 0 - 8  N . D .  
3  . 4 X 1 0 - 8  N . D .  
1 . 1 X 1 0 - 9  N . D ,  
T a b l e  5  .  ( C o n t i n u e d )  
P a r e n t a l  
s t r a i  n s  
I A 1 0 2 0 - 3 7  
X  I A 2 0 3 2  
I A 1 0 2 0 - 3 7  
X  I A 2 0 2 2  
I A 1 0 2 0 - 3 7  
X  I A 2 0 3 6  
I A 1 0 2 0 - 3 7  
X  I A 2 0 2 6  
I A 1 0 2 0 - 3 7  
X  I A 2 0 3 4  
I A 1 0 2 0 - 3 7  
X  I A 2 0 2 4  
I A 2 0 2 1 - 3 7  
X  I A 2 0 3 2  
I A 2 0 2 1 - 3 7  
X  I A 2 0 2 2  
I A 2 0 2 1 - 3 7  
X  I A 2 0 3 6  
I A 2 0 2 1 - 3 7  
X  I A 3 0 2 6  
I A 2 0 2 1 - 3 7  
X  I A 2 0 3 4  
I A 2 0 2 1 - 3 7  
X  I A 2 0 2 4  
S p o n t a n e o u s  
M u t a t i o n  
R a t e  t o  
_ o _ r _ R m ^ [  
2 . 5 X 1 0 - 8  
< 3 . 3 X 1 0 ^ 9  
2 . 5 X 1 0 - 8  
< 3 . 3 X 1 0 - 9  
2 . 5 X 1 0 - 8  
<  3 . 3 X 1 0 - 9  
8 . 0 X 1 0 - 9  
< 1 . 2 X 1 0 - 9  
2 . 5 X 1 0 - 8  
< 1 . 2 X 1 0 - 9  
2 . 5 X 1 0 - 8  
<  1 . 2 X 1 0 - 9  
S p o n t a n e o u s  
M u t a t i o n  
R a t e  t o  K t n ' ^  
1 . 5 X 1 0 - 8  
2 . 4 X 1 0 - 8  
<3.0X10-9 
1 . 5 X 1 0 - 9  
1 . 3 X 1 0 - 8  
2 . 3 X 1 0 - 8  
< 5 . 0 X 1 0 - 8  
< 2 . 0 X 1 0 - 8  
< 3 . 0 X 1 0 - 9  
< 2 . 6 X 1 0 - 8  
1 . 3 X 1 0 - 8  
< 1 . 4 X 1 0 - 8  
S e l e c t e d  T r a n s f e r  E f f i c i e n c y  C o i n h e r i t a n c e  
p h e n o t y p e  F r e q u e n c y ®  o f  M a t i n g ^  P e r c e n t a g e  
3 . 5 X 1 0 - 7  6  . 3 X 1 0  - 8  N  . D .  
K m ^ N b ^  4 . 0 X 1 0 - 8  1  . 0 X 1 0  - 8  N  . D .  
8 . 0 X 1 0 - 6  8  . 8 X 1 0  - 8  N  . 0 .  
K m ^ N b ^  1 . 4 X 1 0 - 7  5  . 0 X 1 0  - 8  N  . D .  
K m ^ R ^ r  5 . 2 X 1 0 - 6  8  . 7 X 1 0  - 8  N  . D .  
K m ^ N b ^  <  1 . 6 X 1 0 - 6  1  . 6 X 1 0  - 7  N  . D .  
K m ^ R m ^  2 . 4 X 1 0 - 7  2  . 1 X 1 0  - 8  N  •  D .  
K m ^ N b ^  2 . 1 X 1 0 - 6  9  . 0 X 1 0  - 8  N  . D .  
K m ^ R m ^  3 . 4 X 1 0 - 7  5  . 0 X 1 0  - 8  N  . D .  
K m r w b r  <  3 . 0 X 1 0 - 7  3  . 0 X 1 0  - 8  N  . D .  
K m ^ R m ^  1 . 5 X 1 0 - 6  8  . 0 X 1 0  - 8  N  . D .  
K m ^ N b ^  <  1 . 0 X 1 0 - 7  5  . 6 X 1 0  - 8  N  . D .  
IA2023-37 2. 0X10" 8 1. 5X10" 8 Km^Rm^ 
X  IA2032 
-10 8 IA2023-37 <2 .0X10 2. 4X10- K M ^ N B ^  
X  IA2022 
8 IA2023-37 2. 0X10" <3 .0X10 - 9 K M ^ R^ r  
X  IA2036 
-10 8 IA2023-37 <2 .0X10 1. 5X10- K M ^ N B ^  
X  IA2026 
8 8 IA2023-37 2. 0X10" 1. 3X10" Km^Rm^ 
X  IA2034 
-10 8 IA2023-37 <2 .0X10 2. 3X10- K M ^ N B ^  
X  IA2024 
IA2025-37 4. 0X10" 9 1. 5X10-8 
X  IA2023 
10 8 IA2025-37 7. 2X10- 2. 4X10- K M ^ N B ^  
X  I A 2 0 2 2  
IA2025-37 4. 0X10" 9 <'3 .0X10 -9 
X  IA2036 
10 8 IA2025-37 7. 2X10- 1. 5X10" K M^wb^ 
X  IA2026 
8 IA2025-37 4. 0X10" 9 1. 3X10-
X  IA2034 
-10 IA2025-37 <2 .0X10 2. 3X10" 8 K M ^ N B ^  
X  IA2024 
1.6X10-3 1.2X10-5 2ur+ 0% 
2.8X10-1 3.0X10-5 pur"*" 3% 
4.3X10-3 3.3X10-5 m e t *  100% 
8.0X10-2 7.7X10-5 m e t " * "  100% 
1.5X10-3 3.7X10"5 aro"*" 12% 
3.4X10"1 8.3X10"G aro"*" 8 %  
3.3X10"? 1.3X10"7 N.D. 
1.1X10-7 5.0X10-8 N.D. 
5.2X10-7 2.3X10"7 N.D. 
1.5X10-8 5.6X10"% N.D. 
1.4X10"5 2.9X10"7 N.D. 
<2.0X10"7 <1.3X10"8 N.D. 
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SECTION II. TRANSFER OF THE 
STRAIN USDA191 SYM PLASMID TO 
Bjl JAPONICUM 
OTHER BACTERIA 
4 1  
I N T R O D U C T I O N  
I n  m o s t  f a s t - g r o w i n g  R h i  z o b i  u m  s p e c i e s ,  g e n e s  i n v o l v e d  
i n  n o d u l a t i o n  a n d  n i t r o g e n  f i x a t i o n  a r e  u s u a l l y  f o u n d  o n  
l a r g e  ( > 1 0 0  m e g a d a l t o n )  n o n - s e l f - t r a n s m i s s i b l e  p l a s m i d s  
( B a n f a l v i  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  B e n y o n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  H o m b r e c h e r  e t  
a l . ,  1 9 8 1 ;  H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 c ;  J u l l i o t  e t  a l , ,  1 9 8 4 ;  
K o n d o r o s i  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  N u t i  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  P r a k a s h  a n d  
A t h e r l y ,  1 9 8 4 ;  P r a k a s h  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  Z u r k o w s k i  a n d  
L o r k i e w i c z ,  1 9 7 9 ;  M a s t e r s o n  e t  a l . ,  J .  B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) .  
J o h n s t o n  e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  i d e n t i f i e d  p l a s m i d s  i n  s e v e r a l  R .  
1 e q u m i n o s a  r u m  s t r a i n s  t h a t  c a r r y  g e n e s  s p e c i f y i n g  s y m b i o t i c  
f u n c t i o n s  a n d  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e s e  p l a s m i d s  w e r e  
s e l f - t r a n s m i s s i b l e  a t  a  h i g h  f r e q u e n c y .  I n  a d d i t i o n ,  a  
p l a s m i d  i n  ^  p h a s e o l i  r e s p o n s i b l e  f o r  n o d u l a t i o n ,  n i t r o g e n  
f i x a t i o n ,  a n d  m e l a n i n  p r o d u c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  s e l f -
t r a n s m i s s i b l e ,  b u t  o n l y  a t  l o w  f r e q u e n c i e s  ( L a m b  e t  a l . ,  
1 9 8 2 ) .  A n d  H o o y k a a s  e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  h a v e  i d e n t i f i e d  a  s e l f -
t r a n s m i s s i b l e  p l a s m i d  i n  ^  t r i  f o l i  i  a b l e  t o  c o n f e r  t h e  
a b i l i t y  t o  n o d u l a t e  c l o v e r  w h e n  t r a n s f e r r e d  t o  o t h e r  r h i z o b i a  
o r  t o  A q r o b a c t e r i  u m  t u m e f a c i  e n s .  T h e y  d e s i g n a t e d  t h i s  
p l a s m i d  a  S y m  ( s y m b i o s i s - i n d u c i n g )  p l a s m i d .  
T o  f a c i l i t a t e  t h e  t r a n s f e r  o f  l a r g e  n o n - t r a n s m i s s i b l e  
p l a s m i d s ,  S c o t t  a n d  R o n s o n  ( 1 9 8 2 )  f o u n d  t h a t  a  l a r g e  p l a s m i d  
o f  ^  t r i  f o l i  i  s t r a i n  5 1 4  c o u l d  b e  m o b i l i z e d  b y  t h e  s m a l l  P -
g r o u p  " h e l p e r "  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5 .  S i m i l a r l y ,  t h e  l a r g e  R i  
4 2  
p l a s m i d  i n  ^  r h i z o q e n e s  a n d  t h e  S y m  p l a s m i d s  o f  R •  
1  e q u m i  n o s a r u m  a n d  R _ j _  p h a s e o l i  w e r e  m o b i l i z e d  b y  a  P - g r o u p  
h e l p e r  p l a s m i d  p R L l S O  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 a ) .  K o n d o r o s i  e t  
a l .  ( 1 9 8 2 )  f o u n d  t h a t  t h e y  c o u l d  m o b i l i z e  t h e  m e g a p l a s m i d  o f  
R .  m e l i l o t i  b y  f o r m i n g  a  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  w i t h  t h e  P - 1  
t y p e  p l a s m i d  p J B 3 J I  c o n t a i n i n g  t h e  m o b  r e g i o n  o f  R P 4  a n d  t h a t  
t h i s  R - p r i m e  p l a s m i d  c a r r i e d  b o t h  m o d u l a t i o n  a n d  n i t r o g e n -
f i x a t i o n  g e n e s  ( B a n f a l v i  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  
M o s t  o f  t h e  f a s t - g r o w i n g  R _ ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  h a v e  n i f  
a n d  n o d  g e n e s  o n  l a r g e  p l a s m i d s  ( M a s t e r s o n  e t  a l . ,  J .  
B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) ,  y e t  i t  i s  n o t  k n o w n  i f  t h e s e  l a r g e  
p l a s m i d s  a r e  s e l f - t r a n s m i s s i b l e  o r  w h e t h e r  t h e y  c a n  i n d u c e  
n o d u l a t i o n  o n  s o y b e a n s  w h e n  p r e s e n t  i n  f o r e i g n  b a c t e r i a  s u c h  
a s  t u m e f a c i  e n s  o r  o t h e r  f a s t - g r o w i n g  R h i z o b i u m  s p e c i e s .  
I n  t h i s  s t u d y ,  w e  h a v e  t r a n s f e r r e d  o r  a t t e m p t e d  t o  t r a n s f e r  
p R j a U S D A 1 9 1 c :  : T n ^  ( p S y m )  i n t o  A _ ^  t u m e f a c i  e n s  a n d  o t h e r  f a s t -
g r o w i n g  R h i z o b i u m  s p e c i e s  w i t h  a n d  w i t h o u t  t h e i r  S y m  
p l a s m i d s .  
4 3  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
B a c t e r i a l  m e d i a ,  m a t i n g s ,  a n d  s t r a i n s  
O v e r n i g h t  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  x  
1 0 ^  c e l l s / m l  i n  T Y  ( j a p o n i  c u m ,  R .  p h a s e o l i ,  R .  m e l i l o t i ,  
R .  1 e q u m i n o s a r u m ,  a n d  A ^  t u m e f a c i e n s ,  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I )  
( B e r i n g e r ,  1 9 7 4 )  o r  L B  ( E .  c o l i ,  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I )  
l i q u i d  s u p p l e m e n t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s .  F o r  
R h i z o b i u m  a n d  A q r o b a c t e r i u r n  s t r a i n s ,  k a n a m y c i n  ( K m )  w a s  u s e d  
a t  1 0 0  u g / m l ,  r i f a m p i c i n  ( R m )  a t  4 0 0  u g / m l ,  a n d  t e t r a c y c l i n e  
( T c )  a t  1 5  u g / m l .  F o r  E _ ^  c o l i  s t r a i n s ,  k a n a m y c i n  ( K m )  w a s  
u s e d  a t  5 0  u g / m l ,  a n d  t e t r a c y c l i n e  ( T c )  w a s  u s e d  a t  1 5  u g / m l .  
F o r  m a t i n g s ,  o n e  m l  s a m p l e s  o f  b o t h  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  
s t r a i n s  w e r e  r e m o v e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0  r p m  f o r  1 0  m i  n  i n  
a  G L C - 1  c e n t r i f u g e  ( S o r v a l l ) .  T h e  b a c t e r i a l  p e l l e t  w a s  
w a s h e d  o n c e  w i t h  5  m l  s t e r i l e  w a t e r ,  c e n t r i f u g e d ,  t h e  p e l l e t  
r e s u s p e n d e d  i n  1 . 0  m l  s t e r i l e  w a t e r ,  a n d  f o r c e d  o n t o  0 . 4 5  u m  
n i t r o c e l l u l o s e  T y p e  H A  M i l l i p o r e  f i l t e r s  ( M i l l i p o r e  C o r p . ) .  
T h e  f i l t e r s  w e r e  i n c u b a t e d  o n  T Y  a g a r  a t  2 8  C  f o r  2 4 - 4 8  h r .  
A f t e r  c o n j u g a t i o n ,  t h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  5  m l  T Y  
l i q u i d  a n d  p l a t e d  o n  a p p r o p r i a t e  s e l e c t i v e  m e d i a .  F o r  
c o n j u g a t i o n s  w i t h  c o l i ,  b a c t e r i a  w e r e  s e l e c t e d  o n  Z -
m i n i m a l  m e d i a  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 0  u g / m l  K m  o r  1 5  u g / m l  T c .  
F o r  c o n j u g a t i o n s  w i t h  o t h e r  R h i z o b i u m  s p .  a n d  A g r o b a c t e r i u m  
s p . ,  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  s e l e c t e d  o n  T Y  p l a t e s  c o n t a i n i n g  
4 0 0  u g / m l  R m  a n d  1 0 0  u g / m l  K m .  T h e  o t h e r  R h i z o b i u m  s p .  a n d  
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A q r o b a c t e r i u r n  p a r e n t s  w e r e  s p o n t a n e o u s  R m " ^  m u t a n t s  ( s e e  T a b l e  
1 ) .  T r a n s f e r  f r e q u e n c i e s  w e r e  c a l c u l a t e d  p e r  r e c i p i e n t  c e l l  
p l a t e d .  T r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  p u r i f i e d  t h r e e  t i m e s  b y  s i n g l e -
c o l o n y  i s o l a t i o n .  F o r  a  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  s t r a i n s  a n d  
p l a s m i d s  u s e d ,  s e e  T a b l e  1 .  
P T a s m i d  i s o l a t l o n  
P l a s m i d  p r o f i l e s  o n  a g a r o s e  g e l s  w e r e  o b t a i n e d  b y  a  
m o d i f i e d  E c k h a r d t  p r o c e d u r e  ( E c k h a r d t ,  1 9 7 8 ;  R o s e n b e r g  e t  
a l . ,  1 9 8 2 ) .  A p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  c e l l s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  1 . 0  m l  
0 . 1  M  T r i s - H C l  b u f f e r  ( p H  8 . 0 )  i n  a  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  
c e n t r i f u g e  t u b e ,  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  3  m i  n  i n  a n  E p p e n d o r f  
c e n t r i f u g e .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l  p e l l e t  
w a s  w a s h e d  o n c e  w i t h  0 . 5  m l  0 . 1 %  S a r k o s y l  i n  T E  b u f f e r  ( 1 0  m M  
T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  1  m M  E D T A ) ,  a n d  o n c e  w i t h  5 0  u 1  T E  b u f f e r .  
C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  5 0 - u l  l y s i s  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  2 0 %  
F i c o l l  4 0 0 , 0 0 0  a n d  1 0  u g / m l  l y s o z y m e  i n  T B E  b u f f e r  ( 8 9  m M  
T r i s ,  8 9  m M  b o r i c  a c i d  a n d  8 . 9  m M  E D T A ) ,  I m m e d i a t e l y  a f t e r  
r e s u s p e n s i o n ,  c e l l s  w e r e  l a y e r e d  b e n e a t h  5 0  u l  s o d i u m  d o d e c y l  
s u l f a t e  ( S D S )  s o l u t i o n  ( 1 0 %  F i c o l l  4 0 0 , 0 0 0 ,  2 %  S D S ,  a n d  0 . 0 5 %  
b r o m o p h e n o l  b l u e  i n  T B E  b u f f e r )  i n  w e l l s  i n  a  0 . 7 %  v e r t i c a l  
a g a r o s e  ( S e a k e m )  g e l  ( 1 0 0  x  1 4 0  x  3  m m )  T w o  h u n d r e d  u l  o f  a  
S D S  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  5 %  F i c o l l  4 0 0 , 0 0 0  a n d  2 %  S D S  i n  T B E  
b u f f e r  w e r e  a d d e d  t o  t h e  w e l l s ,  w h i c h  w e r e  t h e n  s e a l e d  w i t h  
h o t  a g a r o s e .  P l a s m i d  D N A  w a s  s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  
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T B E  b u f f e r  i n  a  d u a l  v e r t i c a l  s l a b  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  c e l l  
( B i o R a d  L a b o r a t o r i e s )  f o r  1  h r  a t  6  m A ,  f o l l o w e d  b y  
e l e c t r o p h o r e s i s  f o r  5  h r  a t  1 5 0  V .  
L a r g e r  q u a n t i t i e s  o f  p l a s m i d  D N A  w e r e  i s o l a t e d  a c c o r d i n g  
t o  t h e  m e t h o d  o f  H i r s c h  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) .  B a c t e r i a  f r o m  a  
s i n g l e  c o l o n y  w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  1  l i t e r  o f  P A  m e d i a  ( 4 . 0  g  
P e p t o n e ,  a n d  0 . 2 4  g  M g S 0 4  p e r  l i t e r  d i s t i l l e d  w a t e r )  a n d  
g r o w n  a t  2 8  C  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 - 3  X  1 0 ^  c e l l s / m l .  T h e  
c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  6 0 0 0  r p m  i n  a  R C 2 - B  
( S o r v a l l )  c e n t r i f u g e .  T h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 6 0  m l  
" h i g h "  T E  ( 5 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  1 0  m M  E D T A )  a n d  1 0  m l  e a c h  
o f  p r e d i g e s t e d  p r o n a s e  ( S i g m a )  ( 1 0  m g / m l )  a n d  1 0 %  S  O S  w e r e  
a d d e d .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  4 5  m i  n  
t o  e n s u r e  c o m p l e t e  c e l l  l y s i s .  W h e n  t h e  s a m p l e s  h a d  c l e a r e d  
a n d  b e c a m e  v i s c o u s ,  5 . 0  m l  o f  f r e s h l y  p r e p a r e d  3 . 0  M  N a O H  
w e r e  a d d e d  a n d  g e n t l y  s t i r r e d  w i t h  a  p l a s t i c  p i p e t t e  
( D e n v i l l e  S c i e n t i f i c  C o r p . )  u n t i l  t h e  p H  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  
u n i f o r m l y  1 2 . 4 .  T h e  D N A  w a s  a l l o w e d  t o  d e n a t u r e  f o r  2 5  m i  n  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  P l a s m i d  D N A  w a s  r e n a t u r e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  1 5  m l  o f  2 . 0  M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 0 .  T h e  s o l u t i o n  
w a s  g e n t l y  s t i r r e d  u n t i l  t h e  p H  w a s  u n i f o r m l y  7 . 5 .  
C h r o m o s o m a l  D N A  r e m a i n e d  d e n a t u r e d  a n d  w a s  p r e c i p i t a t e d  a l o n g  
w i t h  S D S - p r o t e i n  c o m p l e x e s  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  5 5  m l  o f  c o l d  
5 . 0  M  N a C l .  T h e  p r e c i p i t a t i o n  r e a c t i o n  c o n t i n u e d  o v e r n i g h t  
a t  4  C .  T h e  s a m p l e s  w e r e  d i s t r i b u t e d  i n t o  e t h a n o l - w a s h e d  1 5 0  
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m l  C o r e x  c e n t r i f u g e  t u b e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  8 0 0 0  r p m  f o r  2 0  
m i  n  a t  4  C .  T h e  c l e a r e d  l y s a t e  w a s  d e c a n t e d  i n t o  e t h a n o l -
w a s h e d  p l a s t i c  b e a k e r s  a n d  6 8  m l  o f  5 0 %  P E G  ( p o l y e t h y l e n e  
g l y c o l )  M W  8 0 0 0  w a s  a d d e d  a n d  g e n t l y  m i x e d .  T h e  s a m p l e  w a s  
i n c u b a t e d  a t  4  C  o v e r n i g h t ,  d i s t r i b u t e d  i n t o  e t h a n o l - w a s h e d  .  
1 5 0  m l  C o r e x  t u b e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  5 0 0 0  r p m  f o r  3 0  m i n  a t  
4  C .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  t h e  C o r e x  t u b e s  
i n v e r t e d  t o  a l l o w  t h e  P E G  s o l u t i o n  t o  d r a i n  o f f .  T h e  D N A  
p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  4  m l  T E  b u f f e r .  A n  a d d i t i o n a l  4  m l  
T E  b u f f e r  w a s  a d d e d  t o  8 . 8  g  C s C l  ( S i g m a )  i n  a  1 5 - m l  
d i s p o s a b l e  t u b e  ( F a l c o n )  a n d  m i x e d .  T h e  D N A  s o l u t i o n  w a s  
a d d e d  s l o w l y  t o  t h e  C s C l  s o l u t i o n  a n d  g e n t l y  m i x e d  u n t i l  t h e  
C s C l  h a d  d i s s o l v e d .  0 . 8  m l  o f  e t h i d i u m  b r o m i d e  ( 1 0  m g / m l )  w a s  
a d d e d  a n d  g e n t l y  m i x e d .  T h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  w a s  m e a s u r e d  
a n d  a d j u s t e d  t o  1 . 3 8 8  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  C s C l  o r  s t e r i l e  T E  
( p H  8 . 0 ) .  E a c h  s a m p l e  w a s  a d d e d  t o  1 2 - m l  p o l y p r o p y l e n e  
u l t r a c e n t r i f u g e  t u b e s  ( B e e k m a n )  a n d  s e a l e d  w i t h  a  h e a t -
s e a l i n g  d e v i c e  ( B e c k m a n ) .  S a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  i n  a  T i 5 0  
u l t r a c e n t r i f u g e  r o t o r  ( B e c k m a n )  i n  a  B e c k m a n  L - 2  
u l t r a c e n t r i f u g e  a t  3 6 , 0 0 0  r p m  f o r  4 8  h r  a t  1 5  C .  T h e  t o p  o f  
e a c h  t u b e  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  b a n d s  v i s u a l i z e d  w i t h  a n  
u l t r a v i o l e t  l i g h t  s o u r c e  ( F o t o d y n e ) .  T h e  l o w e r  b a n d  
c o n t a i n i n g  c o v a l e n t l y  c l o s e d  c i r c u l a r  D N A  w a s  r e m o v e d  w i t h  a  
p l a s t i c  p i p e t t e  ( D e n v i l l e  S c i e n t i f i c ) .  T h e  p l a s m i d  D N A  
s o l u t i o n  w a s  p l a c e d  i n  a  s t e r i l e  1 5 - m l  t u b e  ( F a l c o n )  a n d  t h e  
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e t h i d i u m  b r o m i d e  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  
i s o p r o p a n o l  e q u i l i b r a t e d  w i t h  2 0 X  S S C  ( 3 . 0  M  N a C l  ,  0 . 3  M  
s o d i u m  c i t r a t e ) .  T h e  e x t r a c t i o n  w a s  r e p e a t e d  u n t i l  t h e  u p p e r  
i s o p r o p a n o l  p h a s e  w a s  c l e a r  a n d  d i d  n o t  f l u o r e s c e  i n  
u l t r a v i o l e t  l i g h t .  T h e  D N A  s a m p l e s  w e r e  t h e n  d i a l y z e d  
a g a i n s t  1 0  m M  T r i s - H C l  ( p H  8 . 0 )  a n d  5 0 %  P E G  ( M W  2 0 , 0 0 0 )  i n  a  
m i c r o d i a l y s i s  s y s t e m  ( B e t h e s d a  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s )  a t  4  C .  
T h e  C s C l  w a s  r e m o v e d  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  T E  ( 1 0  m M  T r i s ,  p H  
8 . 0 ,  1  m M  E D T A )  f o r  2 4  h o u r s  a n d  t h e  s a m p l e  w a s  c o n c e n t r a t e d  
b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  5 0 %  P E G  ( M W  2 0 , 0 0 0 )  f o r  2 4  h o u r s .  T h e  
c o n c e n t r a t e d  p l a s m i d  D N A  s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  a t  4  C .  
R e s t r i c t i o n  d i g e s t s  a n d  D N A  h y b r i d i z a t i o n s  
R e s t r i c t i o n  e n z y m e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  N e w  E n g l a n d  
B i o l a b s .  D N A  w a s  d i g e s t e d  w i t h  1 0  u n i t s  o f  E c o R I  o r  H i n d i  1 1  
p e r  u g  D N A  f o r  2  h r  a t  3 7  C .  H i g h  s a l t  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  
b u f f e r  w a s  u s e d  f o r  d i g e s t i o n s  w i t h  E c o R I  a n d  c o n s i s t e d  o f  
1 0 0  m M  N a C l ,  5 0  m M  T r i s - H C l  ( p H  8 . 0 ) ,  1 0  m M  M g C l 2 »  a n d  1  m M  
d i t h i o t h r e i t o l .  M e d i u m  s a l t  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  b u f f e r  w a s  
u s e d  f o r  d i g e s t i o n s  w i t h  H i n d i  1 1  a n d  c o n s i s t e d  o f  5 0  m M  N a C l ,  
5 0  m M  T r i s - H C l  ( p H  8 . 0 ) ,  1 0  m M  M g C l 2 ,  a n d  1  m M  
d i t h i o t h r e i t o l .  T h e  b u f f e r s  w e r e  p r e p a r e d  a s  a  l O X  s t o c k  a n d  
k e p t  a t  - 2 0  C .  A f t e r  d i g e s t i o n ,  s a m p l e s  w e r e  p l a c e d  a t  6 5  C  
f o r  1 0  m i n  a n d  t h e n  o n  i c e  u n t i l  n e e d e d .  S a m p l e s  w e r e  
l o a d e d  o n t o  a  h o r i z o n t a l  ,  3 0 0  m l  0 . 7 %  a g a r o s e  ( S e a k e m )  g e l  i n  
T A E  b u f f e r  ( 0 . 0 4  M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  0 . 0 0 2  M  E D T A )  a n d  
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s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  a t  3  V / c m  f o r  1 5  h r  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .  L a m b d a  D N A  w a s  d i g e s t e d  w i t h  H i n d i  I I  a n d  
i n c l u d e d  o n  a l l  g e l s  a s  m o l e c u l a r  s i z e  s t a n d a r d s  a n d  a s  
n e g a t i v e  c o n t r o l s  f o r  h y b r i d i z a t i o n s .  A f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  
t h e  g e l  w a s  s u b m e r g e d  i n  a n  e t h i d i u m  b r o m i d e  s o l u t i o n  ( 1  
u g / m l ) ,  s t a i n e d  f o r  2 0  m i  n  a n d  e x p o s e d  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t  
u s i n g  a  3 0 0  n m  u l t r a v i o l e t  l i g h t  s o u r c e  ( F o t o d y n e ) .  
P h o t o g r a p h s  o f  t h e  g e l  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  a  P o l a r o i d  M P 4  
a p p a r a t u s ,  P o l a r o i d  6 6 5  f i l m  a n d  a  P r o m a s t e r  S p e c t r u m  7  
( H O Y A )  f i l t e r .  
D N A  s a m p l e s  w e r e  a l s o  e x a m i n e d  o n  m i n i - g e l s  a s  d e s c r i b e d  
b y  M a n i a t i s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 a ) .  M i n i - g e l s  w e r e  f o r m e d  o n  2  X  3  
i n c h  g l a s s  m i c r o s c o p e  s l i d e s  ( F i s h e r ) .  A p p r o x i m a t e l y  1 0  m l  
o f  m o l t e n  ( 5 0  C )  0 . 7 %  a g a r o s e  ( S e a k e m )  i n  T A E  b u f f e r  w a s  u s e d  
t o  c a s t  t h e  m i n i - g e l s .  D N A  l o a d e d  o n  m i n i - g e l s  w a s  s e p a r a t e d  
b y  e l e c t r o p h o r e s i s  a t  7 0  V  f o r  4 5  m i n  a n d  a l l o w e d  r a p i d  
d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  D N A ,  t h e  e x t e n t  o f  
r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n ,  o r  t h e  e f f i c i e n c y  o f  l i g a t i o n  
r e a c t i o n s  .  
D N A  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  G e n e S c r e e n  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r )  
f i l t e r s  a s  d e s c r i b e d  b y  M a n i a t i s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 b ) ,  w i t h  t h e  
f o l l o w i n g  m o d i f i c a t i o n s .  A f t e r  t h e  g e l  h a d  b e e n  s t a i n e d  a n d  
p h o t o g r a p h e d ,  i t  w a s  s u b m e r g e d  i n  0 . 2 5  M  H C l  f o r  1 5  m i n ,  t h e n  
t r a n s f e r r e d  t o  d e n a t u r a t i o n  s o l u t i o n  ( 0 . 5  M  N a O H ,  1 . 5  M  N a C l )  
a n d  i n c u b a t e d  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  6 0  
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m i n .  T h e  g e l  w a s  r i n s e d ,  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  r e n a t u r a t i o n  
s o l u t i o n  ( 0 . 5  M  T r i s - H C l  p H  8 . 0 ,  1 . 5  M  N a C l )  a n d  i n c u b a t e d  
w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  6 0  m i n .  A  p i e c e  
o f  G e n e S c r e e n  w a s  c u t  t o  t h e  e x a c t  d i m e n s i o n  o f  t h e  g e l ,  t h e n  
s u b m e r g e d  i n  l O X  S S C  ( 1 . 5  M  N a C l  a n d  0 . 1 5  M  s o d i u m  c i t r a t e )  
f o r  3 0  m i n .  T h r e e  p i e c e s  o f  W h a t m a n n  3 M M  f i l t e r  p a p e r  w e r e  
w r a p p e d  a r o u n d  a  D N A  B l o t  T r a n s f e r  S y s t e m  f o r  H o r i z o n t a l  G e l  
E l e c t r o p h o r e s i s  A p p a r a t u s  ( B e t h e s d a  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s ) ,  
w e t t e d ,  a n d  t h e  b u b b l e s  c a r e f u l l y  r e m o v e d .  T h e  r e s e r v o i r  o f  
t h e  t r a n s f e r  a p p a r a t u s  w a s  f i l l e d  w i t h  l O X  S S C .  T h e  g e l  w a s  
p l a c e d  o n  t h e  d a m p  f i l t e r  p a p e r  a n d  t h e  w e t  G e n e S c r e e n  
m e m b r a n e  w a s  p l a c e d  o n  t h e  g e l .  T h r e e  p i e c e s  o f  W h a t m a n n  3 M M  
f i l t e r  p a p e r  a n d  a  6  i n c h  s t a c k  o f  p a p e r  t o w e l s  c u t  t o  t h e  
e x a c t  d i m e n s i o n s  o f  t h e  g e l  w e r e  p l a c e d  d i r e c t l y  o n  t h e  
G e n e S c r e e n .  A  g l a s s  p l a t e  w a s  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  p a p e r  
t o w e l s  a n d  a n  a p p r o x i m a t e l y  5 0 0  g  w e i g h t  a d d e d  t o  f a c i l i t a t e  
t r a n s f e r .  A f t e r  2 4  h r ,  t h e  t r a n s f e r  a p p a r a t u s  w a s  d i s m a n t l e d  
a n d  t h e  G e n e S c r e e n  g e n t l y  w a s h e d  i n  2 X  S S C  t o  r e m o v e  a n y  
r e s i d u a l  a g a r o s e  f r o m  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  m e m b r a n e .  T h e  g e l  
w a s  s t a i n e d  w i t h  e t h i d i u m  b r o m i d e  t o  d e t e r m i n e  t h a t  t r a n s f e r  
h a d  b e e n  c o m p l e t e d .  T h e  m e m b r a n e  w a s  a l l o w e d  t o  c o m p l e t e l y  
d r y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e n  p l a c e d  i n  a  v a c u u m  o v e n  
( F i s h e r )  a n d  b a k e d  a t  8 0  C  f o r  2  h r .  T h e  f i l t e r  w a s  t h e n  
p l a c e d  i n  a  S e a l - a - M e a l  b a g  ( S e a r s )  u n t i l  n e e d e d .  
H y b r i d i z a t i o n s  o f  l a b e l e d  D N A  t o  m e m b r a n e  b o u n d  D N A  w e r e  
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p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  o f  t h e  N e w  E n g l a n d  N u c l e a r  
C a t a l o g  N E F - 9 7 2 .  B r i e f l y ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  p r e h y b r i d i z e d  
w i t h  8  m l  o f  p r e h y b r i d i z a t i o n  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  5 0 %  
d e  i o n i z e d  f o r m a m i d e ,  1 0 %  d e x t r a n  s u l f a t e ,  0 . 2 %  p o l y v i n y l -
p y r r o l i d i n e ,  0 . 2 %  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ,  0 . 2 %  f i c o l l ,  0 . 0 5  M  
T r i s - H C l  ( p H  7 . 5 ) ,  0 . 1 %  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e ,  1 %  s o d i u m  
d o d e c y l  s u l f a t e ,  1 . 0  M  N a C l ,  a n d  1 0 0  u g / m l  d e n a t u r e d  s a l m o n  
s p e r m  D N A  (  1 0 0  u g / m l )  a t  4 2  C  f o r  a t  l e a s t  6  h r  w i t h  
c o n s t a n t  a g i t a t i o n  i n  a  s e a l e d  b a g .  A f t e r  p r e h y b r i d i z a t i o n ,  
a n  a d d i t i o n a l  2 . 0  m l  o f  t h e  p r e h y b r i d i z a t i o n  s o l u t i o n  p l u s  
d e n a t u r e d  r a d i o a c t i v e  p r o b e  ( a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
a p p r o x i m a t e l y  1 0  n g / m l  a n d  1 0 ^  c p m )  w a s  a d d e d  t o  t h e  b a g .  
H y b r i d i z a t i o n  c o n t i n u e d  a t  6 5  C  f o r  1 6 - 2 4  h r .  A f t e r  
h y b r i d i z a t i o n  w a s  c o m p l e t e ,  t h e  h y b r i d i z a t i o n  f l u i d  w a s  
r e m o v e d  f r o m  t h e  b a g  a n d  t h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  s u c c e s s i v e l y  
w i t h  3  s o l u t i o n s  t o  r e m o v e  u n b o u n d  a n d  n o n s p e c i f i c a l l y  b o u n d  
r a d i o a c t i v e  p r o b e .  W a s h  s o l u t i o n  1  c o n t a i n e d  2 X  S S C ,  6 0  m M  
T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  a n d  2 . 0  m  M  E D T A ,  w a s h  s o l u t i o n  2  c o n t a i n e d  
2 X  S S C ,  6 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  2 . 0  m M  E D T A ,  a n d  1 %  S D S ,  a n d  
w a s h  s o l u t i o n  3  c o n t a i n e d  0 . 2 X  S S C ,  6 . 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  
a n d  0 . 2  m  M  E D T A .  T h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  w i t h  1 0 0  m l  
s o l u t i o n  1  f o r  1 0  m i  n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  v i g o r o u s  
s h a k i n g ;  t h i s  s t e p  w a s  r e p e a t e d  o n c e .  N e x t ,  1 0 0  m l  o f  w a s h  
s o l u t i o n  2  w a s  a d d e d  t o  t h e  b a g  a n d  t h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  
a t  6 5  C  f o r  4 0  m i n  w i t h  v i g o r o u s  s h a k i n g ;  t h i s  s t e p  w a s  
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r e p e a t e d  o n c e .  F i n a l l y ,  1 0 0  m l  o f  w a s h  s o l u t i o n  3  w a s  a d d e d  
t o  t h e  b a g  a n d  t h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  f o r  2 0  m i  n  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  w i t h  v i g o r o u s  s h a k i n g ;  t h i s  s t e p  w a s  r e p e a t e d  
o n c e .  T h e  m e m b r a n e  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  b a g  a n d  w r a p p e d  i n  
S a r a n  w r a p .  A  h a n d - h e l d  G e i g e r  c o u n t e r  ( L i o n e l )  w a s  u s e d  t o  
e x a m i n e  t h e  m e m b r a n e  t o  m e a s u r e  t h e  e x t e n t  o f  h y b r i d i z a t i o n  
t o  d e t e r m i n e  t h e  a m o u n t  o f  t i m e  t o  e x p o s e  t h e  f i l t e r  t o  X - R a y  
f i l m .  T h e  h y b r i d i z e d  m e m b r a n e s  w e r e  e x p o s e d  t o  K o d a k  X - O m a t  
R  f i l m  f o r  1 - 3  d a y s  w i t h  a  C r o n e x  L i g h t n i n g  P l u s  i n t e n s i f y i n g  
s c r e e n  ( D u P o n t ) ,  A f t e r  t h e  a p p r o p r i a t e  e x p o s u r e  t i m e ,  t h e  X -
R a y  f i l m  w a s  d e v e l o p e d  i n  G B X  ( K o d a k )  d e v e l o p e r .  
G e n e S c r e e n  m e m b r a n e s  w i t h  b o u n d  D N A  w e r e  r e u s e d .  T h e  
r a d i o a c t i v e  l a b e l  w a s  s t r i p p e d  f r o m  t h e  m e m b r a n e  b y  
i n c u b a t i o n  i n  1 0 0  m l  0 . 5  M  K O H  f o r  3 0  m i  n  a t  4 2  C  w i t h  g e n t l e  
a g i t a t i o n .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  r e m o v e d  a n d  1 0 0  m l  o f  O . I X  S S C ,  
0 . 1 %  S O S ,  0 . 2  M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 5  w a s  a d d e d  a n d  t h e  f i l t e r  w a s  
i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i  n  a t  4 2  C  w i t h  g e n t l e  a g i t a t i o n .  T h e  
m e m b r a n e  w a s  r e m o v e d  a n d  e x p o s e d  t o  X - R a y  f i l m  a s  d e s c r i b e d  
a b o v e  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  r e m o v a l  o f  t h e  r a d i o a c t i v e  p r o b e .  
D N A  w a s  l a b e l e d  w i t h  a l p h a  3 2 p - d C T P  b y  n i c k  t r a n s l a t i o n  
( R i g b y  e t  a l . ,  1 9 7 7 )  u s i n g  a  n i c k  t r a n s l a t i o n  k i t  ( B e t h e s d a  
R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s ) .  L a b e l e d  D N A  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  
u n i n c o r p o r a t e d  n u c l e o t i d e s  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  
S e p h a d e x  6  5 0 - 8 0  ( P h a r m a c i a )  s w o l l e n  i n  T E  b u f f e r  a n d  l o a d e d  
i n  a  s i l i c o n i z e d  5  m l  g l a s s  p i p e t t e .  T h e  l a b e l e d  D N A  p a s s e d  
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r a p i d l y  a r o u n d  t h e  b e a d s  w h i l e  t h e  u n i n c o r p o r a t e d  n u c l e o t i d e s  
w e r e  r e t a i n e d  i n  t h e  r e s i n  m a t r i x .  T h e  p r o g r e s s  o f  t h e  
l a b e l e d  D N A  w a s  m o n i t o r e d  w i t h  a  h a n d - h e l d  G e i g e r  c o u n t e r  
( L i o n e l )  a n d  a p p r o x i m a t e l y  0 . 5  m l  o f  l a b e l e d  D N A  w a s  
c o l l e c t e d .  T h e  l a b e l e d  D N A  w a s  d e n a t u r e d  b y  b o i l i n g  f o r  1 0  
m i n  a n d  a d d e d  t o  t h e  h y b r i d i z a t i o n  b a g  a t  a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  
o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 7  c p m / u g  D N A .  
O c c a s i o n a l l y ,  J _ n  s i  t u  h y b r i d i z a t i o n  t o  a g a r o s e  g e l s  w a s  
u s e d .  T h e  D N A  w a s  s e p a r a t e d  o n  a n  a g a r o s e  g e l  b y  
e l e c t r o p h o r e s i s ,  s t a i n e d  a n d  p h o t o  g r a p h e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
T h e  D N A  o n  t h e  g e l  w a s  t h e n  d e n a t u r e d  f o r  2 0  m i n  i n  
d e n a t u r a t i o n  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 5  M  N a O H  a n d  0 . 1 5  M  N a C l ,  
t h e n  n e u t r a l i z e d  f o r  2 0  m i n  i n  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 5  M  
T r i s - H C l  ( p H 8 . 0 )  a n d  0 . 1 5  M  N a C l .  T h e  g e l  w a s  p l a c e d  o n  a  
p i e c e  o f  W h a t m a n n  3  M M  p a p e r  a n d  a l l o w e d  t o  d r y  o v e r n i g h t  
u n t i l  a l l  w a t e r  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  g e l  w a s  t h e  t h i c k n e s s  o f  
a  p i e c e  o f  d i a l y s i s  m e m b r a n e  ( a b o u t  0 . 2  m m ) .  T h e  g e l  w o u l d  
a d h e r e  t o  t h e  p a p e r  s u p p o r t  a n d  w a s  r e m o v e d  b y  b r i e f l y  
s u b m e r g i n g  t h e  g e l  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  p u l l i n g  t h e  g e l  o f f  
o f  t h e  p a p e r .  T h e  g e l  w a s  w i p e d  g e n t l y  w i t h  a  g l o v e d  h a n d  t o  
r e m o v e  p i e c e s  o f  l i n t  l e f t  f r o m  t h e  p a p e r .  T h e  g e l  w a s  t h e n  
p l a c e d  i n  a  S e a l - a - M e a l  b a g  a n d  p r e h y b r i d i z e d  a t  4 2  C  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  G e n e S c r e e n  m e m b r a n e s .  H y b r i d i z a t i o n  a n d  
w a s h  c o n d i t i o n s  w e r e  a l s o  a s  d e s c r i b e d  f o r  G e n e S c r e e n  
m e m b r a n e s .  A f t e r  w a s h i n g ,  t h e  g e l  w a s  b l o t t e d  w i t h  a  p a p e r  
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t o w e l ,  w r a p p e d  i n  S a r a n  w r a p  a n d  e x p o s e d  t o  X - R a y  f i l m  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e .  
S u b c l o n i n g  t h e  8 . 7 - k b  n o d  f r a g m e n t  
T h e  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  ^  m e 1 i l o t i  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  
b e  c o n t a i n e d  o n  a n  8 . 7 - k b  E c o R I  f r a g m e n t .  T h i s  f r a g m e n t  i s  
c o n t a i n e d  i n  t h e  c o s m i d  p R m S L 2 6  ( L o n g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  S i n c e  
p R m S L 2 6  c o n t a i n s  a p p r o x i m a t e l y  2 3  k b  o f  D N A  f r o m  ^  m e l i l o t i ,  
t h e  8 . 7 - k b  f r a g m e n t  w a s  s u b c l o n e d  i n  p A C Y C 1 8 4 .  D N A  f r o m  
p R m S L 2 6  w a s  i s o l a t e d  b y  a  s m a l l - s c a l e  p l a s m i d  i s o l a t i o n  
p r o c e d u r e  ( d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I I )  a n d  d i g e s t e d  
w i t h  E c o R I .  p A C Y C 1 8 4  D N A  w a s  i s o l a t e d  b y  t h e  H i r s c h  
p r o c e d u r e  ( d e s c r i b e d  a b o v e )  a n d  d i g e s t e d  w i t h  E c o R I .  A f t e r  
d i g e s t i o n ,  t h e  D N A  w a s  e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  
p h e n o l  ( e q u i l i b r a t e d  w i t h  T E  b u f f e r ) ,  o n c e  w i t h  a  1 : 1  r a t i o  
o f  p h e n o l : c h l o r o f o r m ,  a n d  o n c e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  
c h l o r o f o r m .  T h e  D N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  o n e -
h a l f  v o l u m e  7 . 5  M  a m m o n i u m  a c e t a t e  a n d  t w o  v o l u m e s  i c e - c o l d  
9 5 %  e t h a n o l .  T h e  m i x t u r e  w a s  p l a c e d  a t  - 7 0  C  f o r  3 0  m i n ,  
t h e n  c e n t r i f u g e d  i n  a  m i c r o f u g e  ( E p p e n d o r f )  f o r  1 0  m i n .  T h e  
D N A  p e l l e t  w a s  w a s h e d  w i t h  8 0 %  e t h a n o l ,  d r i e d  b y  d e s i c c a t i o n ,  
a n d  r e s u s p e n d e d  i n  T E  b u f f e r  ( 1 0  m  M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  1  m M  
E D T A ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p R m S L 2 6  a n d  p A C Y C 1 8 4  D N A  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  a d d i n g  a n  a l i q u o t  o f  e a c h  s a m p l e  t o  a  m i n i - g e l .  
A  t o t a l  o f  3 0 0  n g  D N A  w a s  l i g a t e d  a t  a  v e c t o r  : i n s e r t  r a t i o  o f  
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1 : 2  i n  a  s a m p l e  v o l u m e  o f  1 0  u l .  A  1  u l  s a m p l e  ( u n i i g a t e d  
c o n t r o l )  w a s  r e m o v e d  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  1  u l  l O X  l i g a s e  
b u f f e r  ( l O X  b u f f e r :  6 6 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 5 ,  6 6  m M  M g C l 2 '  
I C Q  m  M  d i t h i o t h r e i t o l )  a n d  s t o r e d  a t  4  C  u n t i l  t h e  l i g a t i o n  
r e a c t i o n  w a s  c o m p l e t e .  O n e  u l  0 . 1  M  A T P  ( p H  7 . 0 )  a n d  1 0  U  
l i g a s e  ( N e w  E n g l a n d  B i o l a b s )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  l i g a t i o n  
m i x t u r e  w h i c h  w a s  i n c u b a t e d  a t  1 4  C  o v e r n i g h t .  T h e  f o l l o w i n g  
m o r n i n g  a  1  u l  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  l i g a t i o n  m i x t u r e ,  
a d d e d  t o  a  m i  n i  g e l  a d j a c e n t  t o  t h e  u n i i g a t e d  s a m p l e  a n d  
H i n d l l l  d i g e s t e d  l a m b d a  D N A ,  a n d  s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  
t o  d e t e r m i n e  t h e  e x t e n t  o f  l i g a t i o n .  A p p r o x i m a t e l y  5 0  n g  
l i g a t e d  D N A  w a s  a d d e d  t o  c o m p e t e n t  c o l  i  H B I G I  c e l l s .  
C o m p e t e n t  c o l  i  H B l O l  c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  
b y  M o r r i s  a n d  R o t h  ( 1 9 8 4 )  b y  i n o c u l a t i n g  5 0  m l  L B  m e d i a  w i t h  
1  m l  o f  a  f r e s h  c u l t u r e  o f  E _ ^  c o l  i  H B I O I .  T h e  c e l l s  w e r e  
g r o w n  a t  3 7  C  w i t h  s h a k i n g  u n t i l  t h e y  r e a c h e d  a n  0 D 6 0 0  o f  0 . 4  
( a p p r o x i m a t e l y  1 0 9  c e l l s / m l ) .  T h e  c e l l s  w e r e  c o o l e d  i n  i c e  
f o r  2 0  m i n ,  t h e n  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  a  G L C - 1  
c e n t r i f u g e  ( S o r v a l l )  f o r  5  m i n .  T h e  c e l l  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  0 . 5  v o l  o f  i c e - c o l d  0 . 1  M  M g C l 2 .  T h e  c e l l s  
w e r e  i m m e d i a t e l y  r e p e l l e t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1 / 2 0  t h e  
i n i t i a l  v o l u m e  i c e - c o l d  0 . 1  M  C a C l 2  a n d  l e f t  o n  i c e  f o r  1 - 2 4  
h r .  F o r  t r a n s f o r m a t i o n ,  5 0  n g  l i g a t e d  D N A  w a s  d i l u t e d  i n t o  
0 . 1  m l  i c e - c o l d  0 . 1  M  C a C l 2 .  T w o - t e n t h s  m l  o f  c o m p e t e n t  E .  
c o l i  H B l O l  c e l l s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  D N A  s a m p l e  a n d  i n c u b a t e d  
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o n  i c e  f o r  3 0  m i n .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  h e a t - s h o c k e d  
a t  4 2  C  f o r  2  m i n  a n d  r e t u r n e d  t o  i c e  t e m p e r a t u r e  f o r  a n  
a d d i t i o n a l  3 0  m i n .  O n e  m l  L B  b r o t h  w a s  a d d e d  a n d  t h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  1  h r  t o  a l l o w  t h e  a n t i b i o t i c  
r e s i s t a n c e  g e n e s  o n  t h e  t r a n s f o r m e d  D N A  t o  b e  e x p r e s s e d .  
O n e - t e n t h  m l  a l i q u o t s  w e r e  p l a t e d  o n  s e l e c t i v e  p l a t e s  ( L B  
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  1 5  u g / m l  t e t r a c y c l i n e )  a n d  i n c u b a t e d  
f o r  2 4  h r  a t  3 7  C .  A  c o n t r o l  o f  c o m p e t e n t  c e l l s  a l o n e  w a s  
i n c l u d e d  t o  m e a s u r e  t h e  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  r a t e .  T c " "  
c o l o n i e s  w e r e  p a t c h e d  t o  L B  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  K m  t o  
i d e n t i f y  c l o n e s  c o n t a i n i n g  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s .  D N A  f r o m  
r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  w a s  i s o l a t e d  u s i n g  a  s m a l l  s c a l e  p l a s m i d  
i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  ( d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I I ) ,  c u t  
w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  E c o R I ,  a n d  s e p a r a t e d  b y  
a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  
M o d u l a t i o n  t e s t s  
G l y c i n e  m a x  c v .  P e k i n g  s e e d s  w e r e  s u r f a c e  s t e r i l i z e d  b y  
s o a k i n g  t h e  s e e d s  i n  1 0 0  m l  o f  70% e t h a n o l  f o r  1 0  m i n .  T h e  
e t h a n o l  w a s  d e c a n t e d  o f f  a n d  t h e  s e e d s  w a s h e d  3  t i m e s  w i t h  
s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  N e x t ,  t h e  s e e d s  w e r e  s o a k e d  i n  1 0 0  
m l  o f  4 0 %  C l o r o x  b l e a c h  f o r  1 0  m i n .  T h e  b l e a c h  s o l u t i o n  w a s  
d e c a n t e d  o f f  a n d  t h e  s e e d s  w a s h e d  3  t i m e s  w i t h  s t e r i l e  
d i s t i l l e d  w a t e r .  F i n a l l y ,  1 0 0  m l  o f  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  
w a s  a d d e d  a n d  t h e  s e e d s  s o a k e d  f o r  1 0  m i n .  T h e  w a t e r  w a s  
d e c a n t e d  o f f  a n d  t h e  s e e d s  a s e p t i c a l l y  t r a n s f e r r e d  t o  m o i s t .  
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s t e r i l e  p a p e r  t o w e l i n g .  T h e  s e e d s  w e r e  g e r m i n a t e d  f o r  2 4  h r  
i n  t h e  d a r k  a t  2 8  C .  A f t e r  2 4  h r . ,  t w o  s e e d l i n g s  w e r e  
t r a n s f e r r e d  t o  e a c h  s t e r i l e ,  d i s p o s a b l e  p l a s t i c  g r o w t h  p o u c h  
( N o r t h r u p  K i n g  S e e d  C o . )  a n d  k e p t  i n  t h e  d a r k  a t  2 8  C .  A f t e r  
4 8  h r . ,  a p p r o x i m a t e l y  1 0 9  l o g - p h a s e  c e l l s  w e r e  a s e p t i c a l l y  
i n o c u l a t e d  o n t o  t h e  r o o t  s u r f a c e  o f  e a c h  s e e d l i n g .  P o u c h e d  
s e e d l i n g s  w e r e  g r o w n  a s  d e s c r i b e d  b y  M a l i k  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  f o r  
o p t i m u m  n o d u l e  f o r m a t i o n .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  t h e  r o o t s  w e r e  
i n o c u l a t e d  w i t h  b a c t e r i a ,  t h e  s e e d l i n g s  w e r e  c o v e r e d  w i t h  
a l u m i n u m  f o i l  a n d  k e p t  i n  t h e  d a r k  f o r  2 4  h r .  A f t e r  t h e  2 4 -
h r  p e r i o d ,  t h e  p o u c h e d  s e e d l i n g s  w e r e  p l a c e d  i n  a  g r o w t h  
c h a m b e r  w i t h  1 4 - h r  d a y s  a n d  a p p r o x i m a t e l y  3 6 0  u E  m  -  2  s - 1 .  
S o y b e a n  p l a n t s  w e r e  w a t e r e d  t w i c e / w e e k ;  o n c e  w i t h  s t e r i l e  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  o n c e  w i t h  n u t r i e n t  s o l u t i o n  c o n s i s t i n g  o f  
1 7 8  u g / m l  M g C l 2 ,  2 5 6 . 5  u g / m l  M g S O ^ ,  1 6 5  u g / m l  K 2 H P O 4 '  8 2  
u g / m l  K 2 S O 4 ,  2 7 . 8  u g / m l  F e 2 S 0 4 ,  3 7 . 2  u g / m l  N a 2 E D T A ,  3 . 5  u g / m l  
M n C l ,  3 . 0  u g / m l  H3BO3, 1 . 5  u g / m l  C u S 0 2 ,  0 . 2 2  u g / m l  Z n S 0 4 >  
0 . 1 3  u g / m l  N a M o O ^  p e r  l i t e r  d i s t i l l e d  w a t e r .  
S o m e  b a c t e r i a l  s t r a i n s  w e r e  a l s o  t e s t e d  f o r  n o d u l a t i o n  
o n  M a c r o p t i l i u m  a t r o p u r p u r e u m  c v .  S i r a t r o  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m e t h o d  o f  R o l f e  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) .  S i r a t r o  s e e d s  w e r e  s t e r i l i z e d  
a s  d e s c r i b e d  a b o v e  a n d  a s e p t i c a l l y  p l a c e d  o n  m o d i f i e d  F a h r e u s  
m e d i u m  ( R o l f e  e t  a l . ,  1 9 8 0 )  t h a t  c o n s i s t e d  o f  1 0 0  u g / m l  
C a C l 2 ,  1 0 0  u g / m l  KH2PO4, 1 0 0  u g / m l  N a 2 H P 0 4 ,  1 2 0  u g / m l  M g S O g ,  
5 . 0  u g / m l  f e r r i c  c i t r a t e ,  a n d  1 5  g  a g a r  ( D i f c o )  p e r  l i t e r  
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d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  m e d i u m  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  6 . 5 .  A f t e r  
a u t o c l a v i n g ,  1 . 0  m l  o f  t r a c e  e l e m e n t  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  
t h e  m e d i u m .  T h e  t r a c e  e l e m e n t  s o l u t i o n  c o n t a i n e d  4 0  m g  E D T A ,  
2 0 0  m g  F e S O ^ ,  2 5  m g  Z n S 0 4  ,  5 0  m g  M n C l 2 ,  5 0  m g  H3BO3, 1 5  m g  
C a C l 2 ,  1 0  m g  C U S O 4 ,  1  m g  N i  CI 2 ,  0 . 5  m g  K I ,  a n d  2 5  m g  N a 2 M o 0 2  
p e r  1 0 0  m l  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  s e e d s  w e r e  i n c u b a t e d  
i n  t h e  d a r k  a t  2 8  C  f o r  2 4  h r .  A f t e r  t h e  s e e d s  h a d  
g e r m i n a t e d ,  s e e d l i n g s  w e r e  p l a c e d  i n  2 2  X  1 5 0  m m  c u l t u r e  
t u b e s  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  2 . 0  g  s t e r i l e  V e r m i c u l i t e  
w e t t e d  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  1 0  m l  n u t r i e n t  s o l u t i o n  ( d e s c r i b e d  
a b o v e ) .  A p p r o x i m a t e l y  1 0 9  b a c t e r i a  w e r e  a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  
t u b e s  w h i c h  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  g r o w t h  c h a m b e r  f o r  5  w e e k s  a t  
2 8  C  w i t h  1 4  h r  d a y s  u n d e r  3 6 0  u E  m - 2  s - 1 .  T h r e e  r e p l i c a t e s  
w e r e  e x a m i n e d  f o r  e a c h  b a c t e r i a l  s t r a i n  t e s t e d .  
R o o t s  w e r e  e x a m i n e d  a n d  a s s a y e d  a f t e r  4 - 5  w e e k s  g r o w t h .  
N o d u l e s  w e r e  s u r f a c e - s t e r i l i z e d ,  a n d  b a c t e r i a  w e r e  i s o l a t e d  
f r o m  t h e  n o d u l e s .  A n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e s  a n d  p l a s m  i d  
p r o f i l e s  o f  b a c t e r i a  i s o l a t e d  f r o m  n o d u l e s  w e r e  d e t e r m i n e d  t o  
c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n o c u l a t e d  b a c t e r i a .  N o d u l e s  
w e r e  t e s t e d  f o r  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  u n d e r  1 0 %  a c e t y l e n e  a n d  
m e a s u r e d  b y  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  ( B u r r i s ,  1 9 7 2 ) .  
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T a b l e  1 .  B a c t e r i a l  s t r a i n s  a n d  p l a s m i d s  
S t r a i n s  C h a r a c t e r i s t i c s  S o u r c e  o r  
R e f e r e n c e  
R .  j a p o n i c u m  
U S D A 1 9 1  
I A 7 1 6  
I A 4 7  
R .  l e q u m i n o s a r u m  
1 2 8 5 5 3  
0 1 5 1  
R .  m e l i l o t i  
1 0 2 F 5 1  
R .  p h a s e c  1 i  
D B 1 8 1  
8 4 0 1  
R .  t r i  f o l i i  
1 5 2 P 1 7  
L P R 5 0 4 5  
t u m e f a c i  e n s  
A 1 3 6  
L B A 2 8 8  
I A 1 0 0 2  
I A 1 0 1 4  
I A 1 0 1 2  
I A 1 0 6 1  
I A 1 0 2 1  
w i l d  t y p e  
T n 5  i n  p R j a U S D A 1 9 1 c  
N o d "  N i f "  U S D A 1 9 1  
N o d " ^ ,  R m ^  
N o d "  S y m " ,  R m ^  
N o d * ,  R m ^  
N o d * ,  R m " "  
N o d "  S y m " ,  R m " "  
N o d * ,  R m ^  
N o d "  S y m " ,  R m * "  
T i "  R m ' ^  
T i "  R m ^  
T r a n s c o n j u g a n t  w i t h  
i n t a c t  p R j a U S D A 1 9 1 c  
T r a n s c o n j u g a n t  w i t h  
d e l e t e d  p R j a U S D A 1 9 1 c  
T r a n s c o n j u g a n t  w i t h  
d e l e t e d  p R j a U S D A 1 9 1 c  
T r a n s c o n j u g a n t  w i t h  
d e l e t e d  p R j a U S D A 1 9 1 c  
T r a n s c o n j u g a n t  w i t h  
d e l e t e d  p R j a U S D A 1 9 1 c  
D .  P h i l l i p s ,  U . C .  
a t  D a v i s  
T h i s  w o r k  
D e s c r i b e d  i n  
S e c t i o n  I I I  
N i  t r a g i n  C o m p .  
L a m b  e t  a l . ,  1 9 8 2  
D a v e  B e r r y h i 1 1 ,  N O  
S t a t e  
D a v e  B e r r y h i 1 1 ,  N D  
S t a t e  
L a m b  e t  a l . ,  1 9 8 2  
N i  t r a g i n  C o m p .  
W a t s o n  e t  a l . ,  
1 9 7 5  
H o o y k a a s  e t  a l . ,  
1 9 8 1  
T h i s  w o r k  
T h i s  w o r k  
T h i s  w o r k  
T h i s  w o r k  
T h i s  w o r k  
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T a b l e  1  ( C o n t i n u e d )  
P 1  a  s  m  i  d  s  D e s c r i p t i o n  S o u r c e  o r  
R e f e r e n c e  
p R j a U S D A 1 9 1 c  n o d  n i f  T h i s  w o r k  
pSUPlOll p A C Y C 1 8 4  M o b  :  : T n 5  S i m o n  e t  a l . ,  1 9 8 3  
pRLlSO Cbr Smr T c ^  I  n c P - 1  H o o y k a a s  e t  a l . .  
1 9 8 2 a  
p R m R Z  R .  m e l i l o t i  n i f  D H  R u v k u n  a n d  
g e n e s  A u s u b e l ,  1 9 8 0  
p R m S L 2 5  R .  m e l i l o t i  n o d  g e n e s  L o n g  e t  a l . ,  1 9 8 2  
p I A 8 7  8 . 7 - k b  E c o R I  n o d  g e n e s  T h i s  w o r k  
f r o m  p R m S L 2 6  i n  P A C Y C 1 8 4  
6 0  
R E S U L T S  
S t r a i n  c o n s t r u c t i o n  f o r  p i a s m i d  m o b i l i z a t i o n  
T o  f a c i l i t a t e  t h e  t r a n s f e r  o f  l a r g e  p l a s m i d s  f r o m  s t r a i n  
t o  s t r a i n ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  l a b e l  t h e  p l a s m  i d  w i t h  a n  
e a s i l y  i d e n t i f i a b l e  g e n e t i c  m a r k e r .  T h i s  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  
i n s e r t i o n  o f  t h e  t r a n s p o s o n  T n ^  i n t o  t h e  p l a s m i d s .  
T r a n s p o s o n  T n ^  w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  s t r a i n  U S D A 1 9 1  b y  
c o n j u g a t i o n  w i t h  E .  c o l i  S M l O - 1 0 1 1  c a r r y i n g  t h e  s u i c i d e  
p i a s m i d  p S U P l O l l  ( S i m o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  K a n a m y c i n  r e s i s t a n t  
c o l o n i e s  a r o s e  a t  a  f r e q u e n c y  o f  1  X  1 0 " ^  p e r  r e c i p i e n t  
w h i c h  i s  i n  c o n t r a s t  t o  a  m u t a t i o n  f r e q u e n c y  o f  1  X  1 0 " ^  t o  
K m * " .  K a n a m y c i n  r e s i s t a n t  c o l o n i e s  w e r e  s e l e c t e d  a n d  p i  a s m i d  
D N A  s e p a r a t e d  o n  0 . 7 %  v e r t i c a l  a g a r o s e  g e l s  b y  a  m o d i f i e d  
E c k h a r d t  p r o c e d u r e  ( E c k h a r d t ,  1 9 7 8 ) .  T h e  D N A  i n  t h e  g e l s  w a s  
t r a n s f e r r e d  t o  G e n e S c r e e n  m e m b r a n e s  a n d  h y b r i d i z e d  t o  a  ^ ^ P -
l a b e l e d  T n ^  p r o b e  ( p B R 3 2 2 : : T n 5 ^ ,  F i g  1 )  o r  t h e  g e l  w a s  d r i e d  
a n d  h y b r i d i z e d  j _ n  s i t u  w i t h  ^ ^ P - l e i b e l e d  T n ^  t o  i d e n t i f y  t h e  
p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  a n  i n s e r t i o n  o f  T n ^  i n t o  p R j a L I S D A 1 9 1 c  
( p S y m l 9 1 ) .  W e  a l s o  i d e n t i f i e d  o t h e r  s t r a i n s  t h a t  c o n t a i n e d  
T n ^  i n  e a c h  o f  t h e  p l a s m i d s  i n  s t r a i n  U S D A 1 9 1  ( F i g .  1 ) .  W e  
c h o s e  a n  i s o l a t e  c o n t a i n i n g  T n 5  i n  p R j a U S D A 1 9 1 c  ( p S y m l 9 1 )  f o r  
f u r t h e r  s t u d y  b e c a u s e  i t  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  p R j a U S D A 1 9 1 c  c o n t a i n e d  n o d  a n d  n i  f  s e q u e n c e s  ( M a s t e r s o n  
e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  M a s t e r s o n  e t  a l . ,  J .  B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) .  
T h i s  i s o l a t e  w a s  d e s i g n a t e d  I A 7 1 6  ( F i g .  1 ,  l a n e  7 ) .  
F i g u r e  1 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m i d  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  a f t e r  T n 5 ^  m u t a g e n e s i s .  
A :  L a n e s  1 - 9 ,  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w i t h  
p R j a U S D A l Q l d ,  > 5 0 0  M d a l ;  p S y m l 9 1  ( p R j a U S D A 1 9 I c  ) ,  
2 2 0  M d a l ;  p R j a U S D A 1 9 1 b ,  6 9  M d a l ;  a n d  p R j a U S D A 1 9 1 a ,  
3 0  M d a l .  B :  H y b r i d i z a t i o n  o f  3 2 p _ i a b e l e d  T n ^  t o  
p l a s m i d s  o f  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  a f t e r  T n 5  
m u t a g e n e s i s .  L a n e  1 ,  T n _ 5  i n  p B R 3 2 2 ;  l a n e  2 ,  T n 5  
i n  p R  j a U S D A 1 9 1 a  ;  l a n e  3 ,  T n ^  i n  p R  j a L I S D A 1 9 1 d  ;  l a n e  
4 ,  T n ^  i n  p R j a U S D A 1 9 1 a ;  l a n e  5 ,  T n ^  i n  t h e  
c h r o m o s o m e ;  l a n e  6 ,  T i n  p R j a U S D A 1 9 1 a ;  l a n e  7 ,  
T n 5  i n  p S y m l 9 1 ;  l a n e  8 ,  T n 5  i n  p S y m l 9 1 ;  l a n e  9 ,  
T n ^  i n  p R j a U S D A 1 9 1 a ;  l a n e  1 0 ,  T n 5  i n  p R j a U S D A 1 9 1 a .  
pRiaUSDA191d 
pSym191 
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S i n c e  s e v e r a l  S y m  p l a s m i d s  i n  ^  1 e q u m i  n o s a r u m  ( H o o y k a a s  
e t  a l . ,  1 9 8 2 c ;  J o h n s t o n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) ,  ^  ( H o o y k a a s  
e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  a n d  i J U l e o ( L a m b  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  a r e  s e l f -
t r a n s m i s s i b l e ,  i t  w a s  h o p e d  t h a t  p R j a U S D A 1 9 1 c  m i g h t  p r o m o t e  
i t s  o w n  t r a n s f e r .  H o w e v e r ,  c o n j u g a t i o n  o f  s t r a i n  I A 7 1 6  w i t h  
R m " "  j P u  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  L B A 2 8 8  y i e l d e d  n o  R m ^ / K m ^  
t r a n s c o n j u g a n t s .  H o o y k a a s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 a )  h a v e  r e p o r t e d  
m o b i l i z a t i o n  o f  t h e  n o n - s e l f - t r a n s m i s s i b l e  p l a s m i d  o f  A .  
r h i z o q e n e s  b y  i n t r o d u c t i o n  o f  a n  R  p l a s m i d  ( p R L 1 8 0 )  i n t o  t h e  
s t r a i n .  P l a s m i d  p R L 1 8 0  i s  a  d e r i v a t i v e  o f  R P l  a n d  p r o m o t e s  
t h e  m o b i l i z a t i o n  o f  l a r g e  p l a s m i d s  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 a ) ,  
C o n s e q u e n t l y ,  p R L 1 8 0  w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  s t r a i n  I A 7 1 6  
( U S D A 1 9 1 ;  p S y m : : T n ^ )  b y  c o n j u g a t i o n ,  w h i c h  o c c u r r e d  a t  a  
f r e q u e n c y  o f  1  X  1 0 " ^ .  R m " "  ^  j a p o n i c u m  I A 7 1 6  ( p R L 1 8 0 )  w a s  
s u b s e q u e n t l y  c o n j u g a t e d  w i t h  A .  t u m e f a c i e n s  s t r a i n s  L B A 2 8 8  
a n d  A 1 3 6 ,  ^  m e l i l o t i  s t r a i n  1 0 2 F 5 1 ,  R _ ^  l e q u m i  n o s a r u m  s t r a i n s  
1 2 8 6 5 3  a n d  D 1 5 1 ,  ^  p h a s e o l i  s t r a i n s  D B 1 8 1  a n d  8 4 0 1 , R .  
t r i  f o l  i  i  s t r a i n s  1 6 2 P 1 7  a n d  L P R 5 0 4 5  ,  a n d  R _ ^  j a p o n i  c u m  s t r a i n  
I A 4 7 .  R m ^ / K m ^  o r  R m ^ / N e o m y c i n r  t r a n s c o n j u g a n t s  o c c u r r e d  a t  a  
f r e q u e n c y  o f  1 0 " ®  t o  1 0 " ^  p e r  r e c i p i e n t .  
T r a n s c o n j u g a n t  p l a s m i d  a n a l y s i s :  A .  t u m e f a c i e n s  
T o  c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  p S y m l 9 1 ,  1 0 0  t r a n s c o n j u g a n t  
c o l o n i e s  e a c h  o f  A .  t u m e f a c i e n s  s t r a i n s  L B A 2 8 8  a n d  A 1 3 6  w e r e  
s e l e c t e d  a n d  t h e i r  p l a s m i d  p r o f i l e s  a n a l y z e d  b y  a g a r o s e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s .  ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n s  L B A 2 8 8  a n d  A 1 3 6  e a c h  
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c a r r y  a  l a r g e  c r y p t i c  p i  a s m  i d  ( > 3 0 0  M d a l )  ( F i g .  2 ,  l a n e  2 ) .  
R .  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  h a s  f o u r  p l a s m i d s ;  p R j a U S D A 1 9 1 d ,  
a " m e g a p l a s m i d  ( > 5 0 0  M d a l ) ,  p R j a U S D A 1 9 1 c  ( p S y m l 9 1 ,  2 2 0  M d a l ) ,  
p R j a U S D A 1 9 1 b  ( 6 9  M d a l ) ,  p R j a U S D A 1 9 1 a  ( 3 0  M d a l )  ( F i g .  l A  a n d  
F i g .  2 ,  l a n e  1 ) .  M o s t  t r a n s c o n j u g a n t s  o f  s t r a i n  L B A 2 8 8  a n d  
a l l  t r a n s c o n j u g a n t s  o f  s t r a i n  A 1 3 6  h a v e  a  p i a s m i d  p r o f i l e  
s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  i n  A ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  I A 1 0 0 2  ( F i g .  
2 ,  l a n e  3 )  w h i c h  c o n t a i n s  a  > 3 0 0  M d a l  A .  t u m e f a c i e n s  c r y p t i c  
p i a s m i d  a s  w e l l  a s  p S y m l 9 1 : : T n 5 .  H o w e v e r ,  a p p r o x i m a t e l y  1 0 %  
o f  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  o f  ^  t u m e f a c i e n s  L B A 2 8 8  c o n t a i n e d  
l a r g e  d e l e t i o n s  o f  p S y m l 9 1 : : T n 5  ( F i g .  2 ,  l a n e s  4 - 7 ) .  A s  c a n  
b e  s e e n  f r o m  t h e  d a t a ,  t h e  s i z e  o f  t h e  d e l e t i o n  v a r i e d  
c o n s i d e r a b l y .  S o m e  p l a s m i d s  h a v e  o n l y  s m a l l  d e l e t i o n s  ( F i g  
2 ,  l a n e  4 )  a n d  o t h e r s  h a v e  l o s t  p e r h a p s  a s  m u c h  a s  o n e - h a l f  
o f  t h e  t o t a l  p i a s m i d  ( F i g .  2 ,  l a n e  7 ) .  P I a s m i d  p R L l S O  w a s  
i n i t i a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  ( F i g .  2 ,  l a n e  4 ) ,  
b u t  w a s  s u b s e q u e n t l y  l o s t  d u r i n g  s u b c u l t u r e  o n  n o n - s e l e c t i v e  
m e d i  u r n .  
T r a n s c o n j u g a n t s  o f  ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n s  L B A 2 8 8  a n d  
A 1 3 6  c a r r y i n g  t h e  e n t i r e  p S y m l 9 1  f r o m  I A 7 1 6  w e r e  a b l e  t o  f o r m  
s e v e r a l  s m a l l ,  w h i t e  i n e f f e c t i v e  n o d u l e s  o n  s o y b e a n s  c v .  
P e k i n g  a n d  a l s o  o n  S i r a t r o .  H o w e v e r ,  n o d u l e s  d i d  n o t  a p p e a r  
u n t i l  a f t e r  a t  l e a s t  3  w e e k s  i n c u b a t i o n  o n  s o y b e a n  p l a n t s ,  i n  
c o n t r a s t  t o  w i l d  t y p e  n o d u l e s  w h i c h  a p p e a r e d  a f t e r  1  w e e k .  
T o  c o n f i r m  t h a t  t h e  n o d u l e s  w e r e  c a u s e d  b y  t h e  t r a n s c o n j u g a n t  
F i g u r e  2 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m i d  D N A  s h o w i n g  
d e l e t i o n s  o f  t h e  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  S y m  
p l a s m i d  i n  t r a n s c o n j u g a n t s  o f  ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  
L B A 2 8 8 .  L a n e  1 ,  ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  L B A 2 8 8 ;  
l a n e  2 ,  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ;  l a n e  3 ,  A .  
t u m e f a c i e n s  s t r a i n  I A 1 0 0 2  w i t h  t h e  e n t i r e  p S y m l 9 1  
f r o m  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ;  l a n e s  4 - 7 ,  A .  
t u m e f a c i e n s  L B A 2 8 8  t r a n s c o n j u g a n t s  c o n t a i n i n g  
d i f f e r e n t  s i z e  d e l e t i o n s  o f  p S y m l 9 1  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ;  l a n e  4 ,  A . t u m e f a c i e n s  s t r a i n  
I A 1 0 1 4 ;  l a n e  5 ,  ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  I A 1 0 1 2 ;  l a n e  
6 ,  t u m e f a c i  e n s  s t r a i n  I A 1 0 6 1 ;  l a n e  7 ,  A .  
t u m e f a c i  e n s  s t r a i n  I A 1 0 2 1 .  
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s t r a i n s ,  n o d u l e s  w e r e  s u r f a c e  s t e r i l i z e d  a n d  t h e  b a c t e r i a  
f r o m  t h e  n o d u l e s  w e r e  p u r i f i e d .  P l a s m i d  p r o f i l e s  o f  t h e  r e -
i s o l a t e d  b a c t e r i a  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  a g a r o s e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s .  I n  a l l  c a s e s ,  t h e  t r a n s c o n j u g a n t  b a c t e r i a  
w e r e  f o u n d  t o  b e  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  n o d u l e s .  I n  c o n t r a s t ,  A .  
t u m e f a c i e n s  s t r a i n s  L B A 2 8 8  o r  A 1 3 6  d i d  n o t  f o r m  n o d u l e s  o n  
s o y b e a n  c v ,  P e k i n g  o r  S i r a t r o  p l a n t s ,  w h i l e  w i l d  t y p e  U S D A 1 9 1  
a n d  I A 7 1 6  f o r m e d  e f f e c t i v e  n o d u l e s .  T h e  d e l e t i o n  m u t a n t s  o f  
s t r a i n  L B A 2 8 8  w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  w h e n  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  
t h e  6 . 8 - k b  H i n d l l l  f r a g m e n t s  w e r e  p r e s e n t  ( d e s c r i b e d  i n  
S e c t i o n  I I I ) .  
T r a n s c o n j u g a n t  p l a s m i d  a n a l y s i s :  o t h e r  f a s t - g r o w i n g  R h i z o b i u m  
R .  m e l i l o t i  s t r a i n  1 0 2 F 5 1  a n d  ^  t r i  f o l i i  s t r a i n  1 6 2 P 1 7  
w e r e  r e s i s t a n t  t o  2 0 0  u g / m l  K m ,  t h e r e f o r e  t h e  a n t i b i o t i c  
n e o m y c i n  w a s  u s e d  t o  s e l e c t  t r a n s c o n j u g a n t s .  T h e  g e n e s  i n  
T n 5  r e s p o n s i b l e  f o r  k a n a m y c i n  r e s i s t a n c e  a l s o  s p e c i f y  
r e s i s t a n c e  t o  n e o m y c i n .  T h e  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  r a t e  o f  R .  
m e l i l o t i  a n d  R .  t r i  f o l i i  t o  5 0 0  u g / m l  n e o m y c i n  w a s  < 1 0 " 1 0 .  
t r a n s c o n j u g a n t s  o f  R _ ^  m e l i l o t i  s t r a i n  1 0 2 F 5 1  a n d  R .  
t r i  f o l i  i  s t r a i n  1 6 2 P 1 7  o c c u r r e d  a t  a  f r e q u e n c y  o f  1 . 5  X  1 0 " ^  
a n d  3  X  1 0 " 8  r e s p e c t i v e l y .  H o w e v e r ,  w h e n  t h e  t r a n s c o n j u g a n t  
c o l o n i e s  w e r e  e x a m i n e d  o n  E c k h a r d t  g e l s  t o  d e t e r m i n e  p l a s m i d  
p r o f i l e s ,  p S y m l 9 1  w a s  n o t  p r e s e n t ,  b u t  t h e  h e l p e r  p l a s m i d  
p R L l S O  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s .  H y b r i d i z a t i o n  o f  
T n ^  t o  D M A  f r o m  t h e s e  g e l s  s h o w e d  t h a t  T n ^  h a d  t r a n s p o s e d  t o  
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p R L l S O ,  p r e s u m a b l y  d u r i n g  p l a s m i d  t r a n s f e r .  
R .  l e q u m i n o s a r u m  s t r a i n  1 2 8 6 5 3  a n d  ^  p h a s e o l i  D B 1 8 1  
w e r e  s e n s i t i v e  t o  1 0 0  u g / m l  K m  a n d  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  
s e l e c t e d  o n  T Y  p l a t e s  c o n t a i n i n g  R m  a n d  K m .  R .  l e q u m i n o s a r u m  
s t r a i n  1 2 8 6 5 3  t r a n s c o n j u g a n t s  a r o s e  a t  a  f r e q u e n c y  o f  8  X  1 0 "  
p  
,  h o w e v e r ,  p l a s m i d  a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  p S y m l 9 1  w a s  n o t  
p r e s e n t ,  o n l y  p R L 1 8 0  w a s  p r e s e n t .  N o  t r a n s c o n j u g a n t s  o f  R .  
p h a s e o l i  w e r e  i s o l a t e d .  
F r o m  t h e  a b o v e  r e s u l t s  w i t h  s t r a i n s  o f  o t h e r  R h i z o b i u m  
f a s t - g r o w e r s ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  p S y m l 9 1  w a s  e i t h e r  n o t  
t r a n s f e r r e d  i n t o  o t h e r  R h i z o b i u m  o r  i t  w a s  u n s t a b l e  a f t e r  
c o n j u g a t i o n .  T o  d e t e r m i n e  i f  p S y m l 9 1  c o u l d  e x i s t  i n  o t h e r  
R h i z o b i u m  s p e c i e s  w e  o b t a i n e d  S y m  p l a s m i d  c u r e d  s t r a i n s  o f  R .  
l e q u m i n o s a r u m .  R .  t r i  f o l i  i ,  a n d  ^  p h a s e o l i  i .  T h e s e  s t r a i n s  
h a v e  l o s t  t h e i r  s y m b i o t i c  p l a s m  i d s  a n d  c a n n o t  f o r m  n o d u l e s  o n  
t h e i r  n o r m a l  h o s t s .  S p o n t a n e o u s  R m m u t a n t s  o f  t h e s e  s t r a i n s  
w e r e  i s o l a t e d  a n d  K m ^ / R m ^  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  s e l e c t e d .  R .  
l e q u m i n o s a r u m  D 1 5 1  K m ^ ^  t r a n s c o n  j u g a n t s  a p p e a r e d  a t  a  
f r e q u e n c y  o f  1  X  1 0 " ^ .  S i n g l e  c o l o n y  i s o l a t e s  w e r e  e x a m i n e d  
o n  E c k h a r d t  g e l s  a n d  p S y m l 9 1  w a s  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  ( F i g .  3 ,  
l a n e  3 ) .  T o  d e t e r m i n e  t h e  s t a b i l i t y  o f  p S y m l 9 1  i n  t h e  ^  
l e q u m i n o s a r u m  b a c k g r o u n d ,  s i n g l e  c o l o n y  i s o l a t e s  w e r e  
t r a n s f e r r e d  f o r  s i x  s u c c e s s i v e  t r a n s f e r s  o n  T Y  m e d i u m  
s u p p l e m e n t e d  w i t h  K m .  A f t e r  s i x  t r a n s f e r s ,  p S y m l 9 1  w a s  s t i l l  
p r e s e n t .  T h i s  s t r a i n  w a s  i n o c u l a t e d  o n  s o y b e a n  c v .  P e k i n g  
F i g u r e  3 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m i d  D N A  f r o m  
p a r e n t  s t r a i n s  a n d  a  t r a n s c o n j u g a n t  s t r a i n  o f  R .  
j a p o n i c  u r n  s t r a i n  U S  D A I  9 1  a n d  1 e g u m i  n o  s a r u m  
s t r a i n  D 1 5 1 .  L a n e  1 ,  ^  j a p o n i  c u m  U S D A 1 9 1 ;  l a n e  
2 ,  ^  l e g u m i n o s a r u m  D 1 5 1 ;  l a n e  3 ,  ^  1 e g u m i  n o s a r u m  
t r a n s c o n j u g a n t  w i t h  p S y m l 9 1  f r o m  ^  j a p o n i c u m  
U S D A 1 9 1 .  
leiuiAsd 
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p l a n t s  a n d  n o d u l e s  w e r e  n o t  f o r m e d .  t r i  f o l i  i  s t r a i n  
L P R 5 0 4 5  K m r / R m T  t r a n s c o n j u g a n t s  a r o s e  a t  a  f r e q u e n c y  o f  3  X  
1 0 ~ 8 .  T r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  e x a m i n e d  o n  E c k h a r d t  g e l s  a n d  
o n l y  p R L l S O  w a s  a d d e d  t o  t h e  p l a s m i d  p r o f i l e .  R .  p h a s e o l i  
s t r a i n  8 4 0 1  K c n ^ / R m ^  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  n o t  o b t a i n e d .  
T r a n s c o n j u g a n t  p i a s m i d  a n a l y s i s :  t r a n s f e r  ^  N o d "  N i  f ~  R .  
j a j o n i c ^  
A  N o d "  N i f "  d e r i v a t i v e  o f  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  ( I A 4 7 )  
w a s  i s o l a t e d  b y  i n c u b a t i n g  s t r a i n  I A 7 1 5  a t  a n  e l e v a t e d  
t e m p e r a t u r e  ( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I I ) .  T h i s  s t r a i n  h a d  l o s t  
p R j a U S D A 1 9 1 b  a n d  h a d  s u s t a i n e d  a  l a r g e  d e l e t i o n  i n  
p R j a U S D A 1 9 1 c  ( p S y m l 9 1 ) .  H y b r i d i z a t i o n  o f  n o d  a n d  n  i  f  g e n e s  
f r o m  ^  m e l i l o t i  t o  t o t a l  a n d  p l a s m i d  D N A  f r o m  s t r a i n  I A 4 7  
s h o w e d  t h a t  n o  s e q u e n c e s  h o m o l o g o u s  t o  n o d  a n d  n i  f  D N A  w e r e  
p r e s e n t .  A  d e r i v a t i v e  o f  I A 4 7  w a s  i s o l a t e d  t h a t  w a s  R m ' '  a n d  
t h i s  s t r a i n  w a s  c o n j u g a t e d  w i t h  s t r a i n  I A 7 1 6 .  K m ^ / R m ^  
t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  i s o l a t e d  a t  a  f r e q u e n c y  o f  1  X  1 0 " 9 .  
S i n c e  t h e  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  f r e q u e n c y  o f  I A 7 1 5  t o  R m " "  i s  
3 - 5  X  1 0 " 9 ,  a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  e x a m i n e d  
o n  E c k h a r d t  g e l s .  O n e  t r a n s c o n j u g a n t  w a s  i d e n t i f i e d  t h a t  
c o n t a i n e d  p S y m l 9 1  f r o m  s t r a i n  I A 7 1 5  ( F i g .  4 ,  l a n e  2 ) .  T h i s  
s t r a i n  w a s  d e s i g n a t e d  l A P l .  T h i s  s t r a i n  c o n t a i n e d  a  p l a s m i d  
w i t h  t h e  s a m e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  a s  p S y m l 9 1 .  
A p p a r e n t l y ,  t h e  i n c o m i n g  p S y m l 9 1  w a s  a b l e  t o  r e p l a c e  t h e  
d e l e t e d  p l a s m i d  i n  I  A 4 7  s i n c e  w e  w e r e  s e l e c t i n g  f o r  K m ^ .  O n e  
F i g u r e  4 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m i d  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  a n d  a  t r a n s c o n j u g a n t  
c o n t a i n i n g  p S y m l 9 1 .  L a n e  1 ,  _ R ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ;  
l a n e  2 ,  j a p o n i c u m  s t r a i n  l A P l .  S t r a i n  l A P l  i s  a  
d e r i v a t i v e  o f  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  c o n t a i n i n g  o n l y  
p S y m l 9 1 .  
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t r a n s c o n j u g a n t  h a d  t h e  s a m e  p l a s m i d  p r o f i l e  a s  s t r a i n  I A 4 7 .  
P r e s u m a b l y ,  t h e  T n 5  t r a n s p o s e d  f r o m  t h e  i n c o m i n g  p S y m l 9 1  t o  
t h e  p l a s m i d  o r  c h r o m o s o m e  D N A  o f  I A 4 7 .  T h e  r e s t  o f  t h e  
t r a n s c o n j u g a n t s  h a d  t h e  s a m e  p l a s m i d  p r o f i l e  a s  s t r a i n  I A 7 1 6  
a n d  w e r e  p r e s u m e d  t o  b e  s p o n t a n e o u s  R m " "  m u t a n t s .  S t r a i n  l A P l  
w a s  i n o c u l a t e d  o n  s o y b e a n  c v .  P e k i n g  p l a n t s  t o  d e t e r m i n e  i f  
i t  w a s  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s .  U n e x p e c t e d l y ,  s t r a i n  l A P l  
p r o d u c e d  a l m o s t  t w i c e  a s  m a n y  n o d u l e s  p e r  p l a n t  w h e n  c o m p a r e d  
t o  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 .  
T r a n s c o n j u g a n t  p l a s m i d  a n a l y s i s :  d e l e t e d  p S y m l 9 1  i n  A .  
t u m e f a c i e n s  
T o  d e t e r m i n e  i f  t h e  p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  l a r g e  d e l e t i o n s  
w e r e  m i s s i n g  s y m b i o t i c  f u n c t i o n s ,  p l a s m i d  D N A  w a s  i s o l a t e d  
f r o m  ^  t u m e f a c i e n s  t r a n s c o n j u g a n t  s t r a i n s  I A 1 0 0 2 ,  I A 1 0 1 4 ,  
I A 1 0 1 2 ,  I A 1 0 6 1 ,  a n d  I A 1 0 2 1 ,  a n d  d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e  E c o R I  ( F i g .  5 A ) .  T h e  D N A  w a s  b l o t t e d  f r o m  t h e  
g e l s  a n d  h y b r i d i z e d  w i t h  3 2 p _ T a b e l e d  p R m R 2  D N A ,  w h i c h  
c o n t a i n s  t h e  s t r u c t u r a l  n i f  g e n e s  f r o m  ^  m e l i l o t i  ( R u v k u n  
a n d  A u s u b e l ,  1 9 8 0 ) .  F r o m  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  F i g .  5 C ,  i t  
c a n  b e  s e e n  t h a t  p S y m l 9 1  c o n t a i n s  t w o  E c o R I  b a n d s  ( 4 . 2 - k b  a n d  
4 . 9 - k b )  t h a t  h y b r i d i z e  w i t h  n i  f  D N A  s e q u e n c e s  ( F i g  5 C ,  l a n e  
1 ) .  H o w e v e r ,  t h e  4 . 2 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  i s  s t r a i n s  I A 1 0 1 2  
( l a n e  3 )  a n d  I A 1 0 2 1  ( l a n e  5 )  i s  m i s s i n g ,  s u g g e s t i n g  l o s s  o f  
n i  f  s e q u e n c e s .  P l a s m i d  D N A  f r o m  s t r a i n s  I A 1 0 0 2 ,  I A 1 0 1 4 ,  
I A 1 0 1 2 ,  I A 1 0 6 1 ,  a n d  I A 1 0 2 1  w a s  a l s o  h y b r i d i z e d  w i t h  a  3 2 p -
F i g u r e  5 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  E c o R I  d i g e s t e d  
p l a s m i d s  f r o m  R .  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  a n d  A .  t u m e f a c i e n s  t r a n s c o n j u g a n t s  
c o n t a i n i n g  d e l e t e d  p S y m l 9 1 .  A :  L a n e  1 ,  B a c t e r i o p h a g e  l a m b d a  d i g e s t e d  
w i t h  H i  n d l 1 1  ;  l a n e  2 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  R .  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ;  l a n e  3 ,  
p l a s m i d  D N A  f r o m  A .  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  I A 1 0 1 4 ;  l a n e  4 ,  p l a s m i d  D N A  
f r o m  A .  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  I A 1 0 1 2 ;  l a n e  5 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  
A .  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  I A 1 0 6 1 ;  l a n e  6 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  ^  t u m e f a c i e n s  
s t r a i n  I A 1 0 2 1 .  B ;  H y b r i d i z a t i o n  o f  ^ ^ P - p I A 8 7  t o  a  S o u t h e r n  b l o t  o f  t h e  
g e l  i n  F i g u r e  5 A ;  l a n e  c o n t e n t s  a r e  t h e  s a m e  a s  F i g u r e  5 A .  C :  
H y b r i d i z a t i o n  o f  ^ ^ P - p R m R 2  t o  a  S o u t h e r n  b l o t  o f  t h e  g e l  i n  F i g u r e  5 A ;  
l a n e  1 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ;  l a n e  2, p l a s m i d  D N A  
f r o m  A .  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  I A 1 0 1 4 ;  l a n e  3 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  
A .  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  I A 1 0 1 2 ;  l a n e  4 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  ^  t u m e f a c i e n s  
s t r a i n  I A 1 0 6 1 ;  l a n e  5 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  I A 1 0 2 1 .  
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l a b e l e d  f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  ^  m e l i l o t i  
( I A 8 7 ,  a n  8 . 7 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  f r o m  p R M S L 2 6 ,  L o n g  e t  a l . ,  
1 9 8 2 ) .  I n t a c t  U S D A 1 9 1  p S y m  h a s  4  E c o R I  b a n d s  t h a t  h y b r i d i z e  
w i t h  R ^  J l Ç d  D N A ;  1 1 . 3  k b ,  5 . 3  k  b ,  4 . 2  k  b ,  a n d  2 . 8  k b  
( F i g .  5 B ,  l a n e  2 ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  t ^ m e f a c j e ^ s  
t r a n s c o n j u g a n t s  w i t h  d e l e t e d  p S y m l 9 1  p l a s m  i d s  s h o w  q u i t e  
d i f f e r e n t  h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n s  ( F i g .  5 B ) .  S t r a i n  I A 1 0 1 4  
h a s  a l l  f o u r  f r a g m e n t s  ( l a n e  3 ) ,  s t r a i n  I A 1 0 1 2  i s  m i s s i n g  t h e  
4 . 2 - k b  a n d  t h e  2 . 8 - k b  f r a g m e n t s  ( l a n e  4 ) ,  s t r a i n  I A 1 0 6 1  i s  
m i s s i n g  t h e  1 1 . 3 - k b ,  4 . 2 - k b  a n d  t h e  2 . 8 - k b  f r a g m e n t s  ( l a n e  
5 ) ,  a n d  s t r a i n  I A 1 0 2 1  i s  m i s s i n g  t h e  1 1 . 3 - k b  a n d  t h e  4 . 2 - k b  
f r a g m e n t s  ( l a n e ,  6 ) .  S t r a i n s  I A 1 0 1 4 ,  I A 1 0 1 2 ,  I A 1 0 6 1 ,  a n d  
I A 1 0 2 1  c o n t a i n i n g  d e l e t i o n s  i n  p S y m l 9 1  w e r e  t e s t e d  f o r  
n o d u l a t i o n  a b i l i t y  o n  s o y b e a n  c v .  P e k i n g  p l a n t s .  O n l y  
s t r a i n s  I A 1 0 1 4  a n d  I A 1 0 2 1  w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s .  T h e s e  
s t r a i n s  c o n t a i n  a t  l e a s t  t h e  5 . 3 - k b  a n d  t h e  2 . 8 - k b  E c o R I  
f r a g m e n t s  a n d  a r e  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l a t i o n  ( s e e  S e c t i o n  I I I ) .  
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D I S C U S S I O N  
W e  h a v e  s h o w n  t h a t  a  l a r g e  p l a s m  i d  i n ^  j a p o n i c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 1  i s  a  S y m  p l a s m i d ,  c a r r y i n g  g e n e s  f o r  b o t h  
n o d u l e  f o r m a t i o n  a n d  n i t r o g e n  f i x a t i o n .  T h i s  w a s  
a c c o m p l i s h e d  b y  t r a n s f e r  o f  p S y m l 9 1  i n t o  A .  t u m e f a c i e n s ,  
w h i c h ,  i n  t u r n ,  w a s  a b l e  t o  n o d u l a t e  s o y b e a n s .  T h e  f a s t -
g r o w i n g  R h i z o b i a  s p e c i e s  a l m o s t  a l w a y s  c a r r y  s y m b i o t i c  g e n e s  
o n  l a r g e  p l a s m i d s .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  f a s t - g r o w i n g  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n s  h a v e  b i o c h e m i c a l  a n d  g e n e t i c  
c h a r a c t e r i s t i c s  m o r e  i n  c o m m o n  w i t h  t h e  o t h e r  f a s t - g r o w i n g  
R h i z o b i a  s p e c i e s  t h a n  w i t h  s l o w - g r o w i n g  R .  j a p o n i c u m .  T h e  
s l o w - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  n o t  h a v e  
n o d  a n d  n i  f  g e n e s  o n  l a r g e  p l a s m i d s  ( M a s t e r s o n  e t  a l . ,  J .  
B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s )  a n d ,  a l s o ,  t h e y  a r e  b a s e - p r o d u c e r s  i n  
c o n t r a s t  t o  t h e  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  w h i c h  a r e  
a c i d - p r o d u c e r s .  C o n v i n c i n g  d a t a  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  w i d e  
d i v e r g e n c e  b e t w e e n  s l o w - a n d  f a s t - g r o w e r s  h a s  r e c e n t l y  b e e n  
r e p o r t e d  b y  M a s t e r s o n  e t  a l .  ( J .  B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) .  T h e y  
f i n d  l i t t l e  D N A  h o m o l o g y  b e t w e e n  s l o w -  a n d  f a s t - g r o w i n g  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n s ,  w h i l e  w i t h i n  t h e  s l o w -  a n d  f a s t - g r o w i n g  
g r o u p s  t h e r e  i s  a  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  o f  D N A  c o n s e r v a t i o n .  
W h e n  t h e  S y m  p l a s m i d  f r o m  ^  m e l i l o t i  ( K o n d o r o s i  e t  a l . ,  
1 9 8  2 ) ,  R _ ^  t r i  f o l  i  i  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  a n d  R .  
l e q u m i n o s a r u m  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 c )  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  ^  
t u m e f a c i e n s .  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  
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r o o t s  o f  c l o v e r ,  a l f a l f a ,  a n d  p e a s ,  r e s p e c t i v e l y .  W e  h a v e  
s h o w n  t h a t  t h e  S y m  p l a s m i d  f r o m  a  f a s t - g r o w i n g  R .  j a p o n i c u m  
s t r a i n  i s  a b l e  t o  c o n f e r  t h e  a b i l i t y  t o  n o d u l a t e  s o y b e a n s  t o  
^  t u m e f a c i e n s ,  h o w e v e r ,  n o  n i t r o g e n  i s  f i x e d  i n  t h e  r o o t  
n o d u l e s  i n d u c e d  b y  t h e s e  t r a n s c o n j u g a n t s .  S i m i l a r l y ,  A .  
t u m e f a c i  e n s  s t r a i n s  h a r b o r i n g  S y m  p l a s m i d s  f r o m  R .  
l e q u m i  n o s a r u m  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 c ) ,  R _ ^  t r i  f o l  i  i  ( H o o y k a a s  
e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  a n d  ^  m e l i l o t i  ( K o n d o r o s i  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  w e r e  
u n a b l e  t o  f i x  n i t r o g e n  i n  r o o t  n o d u l e s .  F o r r a i  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  
h a v e  f o u n d  t h a t  s e v e r a l  f i x  g e n e s  m a p  o n t o  t h e  m e l i l o t i  
c h r o m o s o m e .  T h i s  c o u l d  e x p l a i n  w h y  n o  n i t r o g e n  f i x a t i o n  w a s  
o b s e r v e d  w h e n  j L  t u m e f a c i e n s  c a r r i e d  t h e  S y m  p l a s m i d  f r o m  R .  
m e l i l o t i .  I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  R h i z o b i a  h a v e  s o m e  g e n e s  
n e c e s s a r y  f o r  n i t r o g e n  f i x a t i o n  o n  t h e i r  c h r o m o s o m e s .  
A p p r o x i m a t e l y  1 0 %  o f  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  o f  A .  
t u m e f a c i  e n s  s t r a i n  L B A 2 8 8  c o n t a i n e d  r a n d o m  d e l e t i o n s  i n  p S y m  
f r o m  R _ ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  L I S D A 1 9 1 .  H o w e v e r ,  n o  d e l e t i o n s  w e r e  
d e t e c t e d  i n  t r a n s c o n j u g a n t s  o f  ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  A 1 3 6 ,  
e v e n  t h o u g h  b o t h  s t r a i n s  w e r e  d e r i v e d  f r o m  t h e  s a m e  p a r e n t  
s t r a i n  ( C - 5 8 ) ,  a l b e i t  i n d e p e n d e n t l y .  O n l y  t w o  o f  t h e  s t r a i n s  
c o n t a i n i n g  d e l e t e d  p l a s m i d s  w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  
s o y b e a n s ;  s t r a i n s  I A 1 0 1 4  a n d  I A 1 0 2 1 .  T h e s e  t w o  s t r a i n s  
c o n t a i n  a t  l e a s t  t h e  2 . 8 - k b  a n d  t h e  5 . 3 - k b  E c o R I  f r a g m e n t s  
( t h e s e  c o r r e s p o n d  t o  t h e  6 . 8 - k b  a n d  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d i  I I  
f r a g m e n t s  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l a t i o n .  S e c t i o n  I I I ) .  
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T h e  s y m b i o t i c  p l a s m i d  f r o m  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  
c o u l d  n o t  b e  t r a n s f e r r e d  a n d  s t a b l y  m a i n t a i n e d  i n  o t h e r  
s t r a i n s  o f  f a s t - g r o w i n g  R h i z o b i u m  t h a t  c o n t a i n  f u n c t i o n a l  
n o d u l a t i o n  a n d  n i t r o g e n - f i x a t i o n  g e n e s .  R u i z - S a i n z  e t  a l .  
( 1 9 8 4 )  h a v e  t r a n s f e r r e d  t h e  s e l f - t r a n s m i s s i b l e  R .  
1 e q u m 1 n o s a r u m  S y m  p l a s m i d  p J B S J I  t o  3  s t r a i n s  o f  f a s t - g r o w i n g  
L .  j a p o n i c u m ;  s t r a i n s  U S D A 1 9 2 ,  U S D A 1 9 3 ,  a n d  U S D A 1 9 4 .  T h e y  
w e r e  a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  a c q u i s i t i o n  o f  p J B 5 J I  b y  s c r e e n i n g  
t r a n s c o n j u g a n t s  f o r  s i n c e  T n ^  h a s  b e e n  i n t e g r a t e d  i n t o  
p J B S J I .  T r a n s f e r  o f  K m " "  w a s  d e t e c t e d  a t  f r e q u e n c i e s  o f  1 0 " ^ ,  
1 0 - 4 ,  a n d  l O ' ^  i n  c r o s s e s  w i t h  U S D A 1 9 2 ,  U S D A 1 9 3 ,  a n d  U S D A 1 9 4 ,  
r e s p e c t i v e l y  ( R u i z - S a i n z  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  T o  v e r i f y  t h a t  t h e  
a c q u i s i t i o n  o f  K m " "  w a s  d u e  t o  t h e  i n h e r i t a n c e  o f  p J B 5 J I  a n d  
n o t  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n ,  t h e  R .  j a p o n i c u m  t r a n s c o n j u g a n t s  
w e r e  c r o s s e d  w i t h  a n  ^  l e g u m i n o s a r u m  s t r a i n  w h i c h  h a s  l o s t  
i t s  n o d u l a t i o n  p l a s m i d .  A l l  ^  j a p o n i c u m  t r a n s c o n j u g a n t s  
w e r e  a b l e  t o  t r a n s f e r  K m ^ ,  a n d  t h e  ^  l e g u m i n o s a r u m  
t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  i n d i c a t i n g  t h a t  
p J B S J I  h a d  b e e n  t r a n s f e r r e d .  H o w e v e r ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  K m ^  
t r a n s f e r  f r o m  t h e  U S D A  s t r a i n s  t o  1  e q u m i  n o  s a r u m  w a s  v e r y  
l o w ,  a b o u t  1 0 - 8 ;  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  U S D A  s t r a i n s  w e r e  m u c h  
b e t t e r  r e c i p i e n t s  t h a t  d o n o r s  ( R u i z - S a i n z  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  T o  
d e t e r m i n e  w h e t h e r  ^  l e g u m i n o s a r u m  h o s t  r a n g e  g e n e s  w e r e  
e x p r e s s e d  i n  K m " ^  d e r i v a t i v e s  o f  t h e  U S D A  s t r a i n s ,  p e a  p l a n t s  
w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  s e v e r a l  R .  j a p o n i c u m  t r a n s c o n j u g a n t s .  
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S o m e  o f  t h e  U S D A  s t r a i n s  f o r m e d  " s w e l l i n g s "  o n  t h e  r o o t s  
o f  p e a  p l a n t s ,  b u t  n o t  n o r m a l  n i t r o g e n  f i x i n g  n o d u l e s ,  
i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  n o d u l a t i o n  a n d / o r  n i t r o g e n - f i x a t i o n  g e n e s  
o n  p J B 5 J I  w e r e  n o t  e f f i c i e n t l y  e x p r e s s e d .  W h e n  S y m  p l a s m i d s  
o f  ^  l e q u m i n o s a r u m ,  R .  t r i f o l i i ,  o r  ^  p h a s e o l i  a r e  
t r a n s f e r r e d  b e t w e e n  t h e s e  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n s ,  t h e  h o s t  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  r e c i p i e n t  b a c t e r i u m  i s  c h a n g e d  ( J o h n s t o n  
e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  
a p p e a r  t o  b e  v e r y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e s e  o t h e r  f a s t - g r o w i n g  
R h i z o b i u m  s p e c i e s  i n  t h a t  t r a n s f e r  i s  q u i t e  d i f f i c u l t  a n d  
g e n e  e x p r e s s i o n  i s  n o t  v e r y  g o o d .  
T r a n s f e r  o f  t h e  S y m  p l a s m i d  f r o m  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  t o  
a  c u r e d  s t r a i n  o f  ^  1 e g u m i  n o s a r u m  w a s  a c c o m p l i s h e d  a n d  t h e  
p l a s m i d  a p p e a r e d  t o  b e  s t a b l y  m a i n t a i n e d .  T h i s  
t r a n s c o n j u g a n t  w a s  n o t  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n  c v .  
P e k i n g ,  i n d i c a t i n g  t h a t  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  ^  j a p o n i c u m  
a r e  n o t  e x p r e s s e d  i n  ^  l e q u m i n o s a r u m .  T r a n s f e r  o f  t h e  
U S D A 1 9 1  S y m  p l a s m i d  t o  c u r e d  s t r a i n s  o f  ^  t r i  f o l i  i  a n d  R .  
p h a s e o l i  w a s  n o t  d e t e c t e d .  
A  d e r i v a t i v e  o f  R .  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w a s  
c o n s t r u c t e d  t h a t  c o n t a i n s  o n l y  t h e  S y m  p l a s m i d  a n d  t h e  
m e g a p l a s m i d .  P r e l i m i n a r y  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  t h i s  s t r a i n  
h a s  e n h a n c e d  n o d u l a t i o n  p r o p e r t i e s ,  b u t  f u r t h e r  t e s t s  n e e d  t o  
b e  d o n e .  
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S E C T I O N  I I I ,  I S O L A T I O N  A N D  I D E N T I F I C A T I O N  O F  T H E  
S Y M B I O T I C  G E N E S  I N  R .  J A P O N I C U M  S T R A I N  U S D A 1 9 1  
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I N T R O D U C T I O N  
R h i z o b i  u r n  j  a  p o m "  c u m  b a c t e r i a  f o r m  a  s y m b i o t i c  
r e l a t i o n s h i p  w i t h  s o y b e a n  p l a n t s  a n d  t h i s  r e l a t i o n s h i p  
r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  n o d u l e s  o n  t h e  r o o t  s y s t e m  o f  t h e  
p l a n t .  T r a d i t i o n a l l y ,  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  h a v e  b e e n  
c l a s s i f i e d  a s  s l o w - g r o w i n g  r h i z o b i a  ( d o u b l i n g  t i m e s  o f  5 - 1 3  
h r ) ;  r e c e n t l y ,  h o w e v e r ,  K e y s e r  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  r e p o r t e d  t h e  
i s o l a t i o n  o f  s e v e r a l  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  
( d o u b l i n g  t i m e s  o f  2 - 4  h r )  t h a t  m o d u l a t e  s o y b e a n  p l a n t s .  
T h e s e  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  f o r m  a n  e f f e c t i v e  
s y m b i o t i c  r e l a t i o n s h i p  w i t h  t h e  s o y b e a n  c u l t i v a r  ' P e k i n g ' ,  
b u t  g e n e r a l l y  a r e  i n e f f e c t i v e  w i t h  c o m m o n  N o r t h  A m e r i c a n  
s o y b e a n  c u l t i v a r s  ( K e y s e r  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  O n e  e x c e p t i o n  i s  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  ( a l s o  k n o w n  a s  P R C 4 4 0 ) ,  w h i c h  f o r m s  
a n  e f f e c t i v e  r e l a t i o n s h i p  o n  s e v e r a l  N o r t h  A m e r i c a n  s o y b e a n  
c u l t i v a r s  ( H a t t o r i  a n d  J o h n s o n ,  1 9 8 4 ;  H e r o n  a n d  P u e p p k e ,  
1 9 8 4 ;  J a n s e n  v a n  R e n s b u r g  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  S t o w e r s  a n d  
E a g l e s h a m ,  1 9 8 4 ;  Y e l t o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  D u T e a u  a n d  A t h e r l y ,  
u n p u b l i s h e d  r e s u l t s .  D e p t .  o f  G e n e t i c s ,  I o w a  S t a t e  U n i v . ) .  
M o s t  f a s t -  a n d  s l o w - g r o w i n g  R .  j a p o n i c u m  s t r a i n s ,  a s  
w e l l  a s  o t h e r  f a s t - g r o w i n g  R h i z o b i u m  s p e c i e s ,  c o n t a i n  l a r g e  
p l a s m i d s  r a n g i n g  i n  s i z e  f r o m  6 0  M d a l  ( M e g a d a l t o n s )  t o  o v e r  
5 0 0  M d a l  ( B a n f a l v i  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  B e n y o n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  N u t i  e t  
a l . ,  1 9 7 9 ) .  M e g a p l a s m i d s  a r e  p l a s m i d s  g r e a t e r  t h a n  3 0 0  M d a l  
a n d  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  s e v e r a l  d i f f e r e n t  R h i z o b i u m  
8 4  
s p e c i e s  i n c l u d i n g  ^  j  a  p  o  n  i  c  u  m  ,  ^  m e l i l o t i ,  ^  
l e q u m i n o s a r u m ,  R »  p h a s e o l i ,  a n d  ^  t r i  f o l i  i  ( D e n a r i e  e t  a l . ,  
1 9 8 1 ;  R o s e n b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  G e n e s  i n v o l v e d  i n  m o d u l a t i o n  
a n d  n i t r o g e n  f i x a t i o n  a r e  u s u a l l y  f o u n d  o n  l a r g e  ( > 1 0 0  
m e g a d a l t o n )  n o n - s e l f - t r a n s m i s s i b l e  p l a s m  i d s  i n  m o s t  f a s t -
g r o w i n g  R h i z o b i u m  s p e c i e s  ( B a n f a l v i  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  B e n y o n  e t  
a l . ,  1 9 8 0 ;  H o m b r e c h e r  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 c ;  
J u l l i o t  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  K o n d o r o s i  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  M o r r i s o n  e t  
a l . ,  1 9 8 4 ;  P r a k a s h  a n d  A t h e r l y ,  1 9 8 4 ;  P r a k a s h  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  
Z u r k o w s k i  a n d  L o r k i e w i c z ,  1 9 7 9 ,  M a s t e r s o n ,  e t  a l . ,  J .  
B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) .  
M o s t  o f  t h e  f a s t - g r o w i n g  _ R ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  h a v e  n i  f  
a n d  n o d  g e n e s  o n  l a r g e  p l a s m  i d s  ( M a s t e r s o n  e t  a l . ,  J .  
B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) ,  a n d ,  i n  s o m e  s t r a i n s ,  a t  l e a s t  t w o  
c o p i e s  o f  n o d u l a t i o n  a n d  n i t r o g e n - f i x a t i o n  g e n e s  a r e  p r e s e n t  
o n  t h e s e  p l a s m  i d s  ( P r a k a s h  a n d  A t h e r l y ,  1 9 8 4 ) .  Y e t ,  i t  i s  
n o t  k n o w n  i f  o n e  o r  m o r e  o f  t h e s e  s y m b i o t i c  r e g i o n s  a r e  
n e c e s s a r y  f o r  n o d u l e  f o r m a t i o n .  I n  t h i s  s t u d y ,  w e  h a v e  
i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  a  s e r i e s  o f  R - p r i m e  p l a s m  i d s  
c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  a r r a n g e m e n t s  o f  s y m b i o t i c  g e n e s  f r o m  a  
2 2 0 - m e g a d a l t o n  p l a s m i d  ( p R j a U S D A 1 9 1 c ,  p S y m l 9 1 )  i n  R .  
j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 .  T h e s e  R - p r i m e  p l a s m i d s  w e r e  g e n e r a t e d  
f r o m  a  s t r a i n  c o n t a i n i n g  T n ^  o n  p S y m l 9 1  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  
c o i n t e g r a t e  w i t h  t h e  P - g r o u p  p l a s m i d  p R L 1 8 0  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  
1 9 8 2 a ) .  R - p r i m e s  w e r e  i s o l a t e d  b y  t h e  t r a n s f e r  o f  k a n a m y c i n  
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r e s i s t a n c e  a s  a  s e l e c t i o n  m a r k e r  i n t o  E _ ^  c o l  i  a n d  t h e n  
t r a n s f e r r e d  b a c k  i n t o  a  N o d -  N i f -  s t r a i n  o f  ^  j a p o n i c u m  
i n t o  ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  L B A 2 8 8  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  
I n  t h i s  w a y ,  w e  w e r e  a b l e  t o  i d e n t i f y  a  r e g i o n  o f  
p R j a U S D A 1 9 1 c  t h a t  i s  a b l e  t o  i n d u c e  n o d u l e s  o n  s o y b e a n  
p i  a n t s .  
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
B a c t e r i a l  m e d i a ,  m a t i n q s .  a n d  s t r a i n s  
O v e r n i g h t  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  x  
1 0 9  c e l l s / m l  i n  T Y  ( R ^  j a p o n i c u m ,  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I )  
( B e r i n g e r ,  1 9 7 4 )  o r  L B  ( E .  c o l i ,  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I )  
l i q u i d  s u p p l e m e n t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s .  F o r  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n s ,  k a n a m y c i n  ( K m )  w a s  u s e d  a t  1 0 0  u g / m l  ,  
r i f a m p i c i n  ( R m )  a t  2 0 0  u g / m l ,  a n d  t e t r a c y c l i n e  ( T c )  a t  1 5  
u g / m l .  F o r  ^  c o l i  s t r a i n s ,  k a n a m y c i n  ( K m )  w a s  u s e d  a t  5 0  
u g / m l ,  a n d  t e t r a c y c l i n e  ( T c )  w a s  u s e d  a t  1 5  u g / m l .  F o r  
m a t i n g s ,  o n e - m l  s a m p l e s  o f  b o t h  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  s t r a i n s  
w e r e  r e m o v e d  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  1 0  m i  n  i n  a  G L C - 1  c e n t r i f u g e  
( S o r v a l l ) .  T h e  b a c t e r i a l  p e l l e t  w a s  w a s h e d  o n c e  w i t h  5  m l  
s t e r i l e  w a t e r ,  c e n t r i f u g e d ,  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  u 1  
s t e r i l e  w a t e r ,  a n d  p i p e t t e d  o n t o  0 . 4 5  u m  ' n i t r o c e l l u l o s e  T y p e  
H A  M i l l i p o r e  f i l t e r s  ( M i l l i p o r e  C o r p . ) .  T h e  f i l t e r s  w e r e  
i n c u b a t e d  o n  T Y  a g a r  a t  2 8  C  f o r  2 4 - 4 8  h r .  A f t e r  
c o n j u g a t i o n ,  t h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  5  m l  T Y  l i q u i d  a n d  
p l a t e d  o n  a p p r o p r i a t e  s e l e c t i v e  m e d i a ,  u s u a l l y  1 0 0  u g / m l  K m  
i n  T Y  o r  Z - m i n i m a l  p l a t e s .  Z - m i n i m a l  m e d i a  i s  d e s c r i b e d  i n  
S e c t i o n  I ,  T r a n s f e r  f r e q u e n c i e s  w e r e  c a l c u l a t e d  p e r  
r e c i p i e n t  c e l l  p l a t e d .  T r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  p u r i f i e d  t h r e e  
t i m e s  b y  s i n g l e - c o l o n y  i s o l a t i o n .  F o r  a  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  
s t r a i n s  a n d  p l a s m i d s  u s e d ,  s e e  T a b l e  1 .  
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P I a s m i d  i s o l a t i o n  
P l a s m i d  p r o f i l e s  o f  R h i z o b i u r n  a n d  ^  c o l i  s t r a i n s  o n  
a g a r o s e  g e l s  w e r e  o b t a i n e d  b y  a  m o d i f i e d  E c k h a r d t  p r o c e d u r e  
( E c k h a r d t ,  1 9 7 8 ;  R o s e n b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  p r o c e d u r e  h a s  
b e e n  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I .  
S m a l l - s c a l e  p l a s m i d  i s o l a t i o n s  f r o m  ^  c o l i  w e r e  c a r r i e d  
o u t  a s  d e s c r i b e d  b y  H o l m e s  a n d  Q u i g l e y  ( 1 9 8 1 )  w i t h  s e v e r a l  
m o d i f i c a t i o n s .  B a c t e r i a  f r o m  a  s i n g l e  c o l o n y  w e r e  i n o c u l a t e d  
i n t o  5  m l  L - m e d i a  p l u s  a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c s  a n d  g r o w n  
o v e r n i g h t  w i t h  s h a k i n g  a t  3 7  C .  T h e  c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  
f o r  1 0  m i  n  a t  3 0 0 0  r p m  i n  a  G L C - 1  c e n t r i f u g e  ( S o r v a l l ) ,  t h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d ,  a n d  t h e  b a c t e r i a l  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  6 0 0  u l  S T E T  b u f f e r  ( 8 %  s u c r o s e ,  0 . 5 %  T r i t o n - X -
1 0 0 ,  1 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  5 0  m M  E D T A ) .  T h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  c e n t r i f u g e  
t u b e  a n d  3 7  u l  l y s o z y m e  s o l u t i o n  ( 2 0  m g / m l  l y s o z y m e  i n  1 0  m M  
T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 )  w a s  a d d e d .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  b r i e f l y  
m i x e d  a n d  t r a n s f e r r e d  i m m e d i a t e l y  t o  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  
e x a c t l y  4 0  s e c .  T h e  t u b e s  c o n t a i n i n g  t h e  l y s e d  c e l l  
s u s p e n s i o n  w e r e  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  i n  a  c e n t r i f u g e  
( E p p e n d o r f )  a t  4  C  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  7  m i n .  A f t e r  
c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  b u l k  o f  t h e  c h r o m o s o m a l  D N A  a n d  c e l l u l a r  
d e b r i s  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  t u b e  u s i n g  a  s t e r i l e  t o o t h p i c k .  
N e x t ,  3 0 0  u l  o f  7 . 5  M  a m m o n i u m  a c e t a t e  w a s  a d d e d  t o  t h e  
c l e a r e d  l y s a t e  a n d  t h i s  m i x t u r e  w a s  p l a c e d  o n  i c e  f o r  2 0  m i n .  
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T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  1 0  m i n  a n d  t h e  
s u p e r n a t a n t  r e m o v e d  a n d  p l a c e d  i n  a  c l e a n ,  s t e r i l e  1 . 5  m l  
E p p e n d o r f  t u b e .  S i x  h u n d r e d  u l  o f  i s o p r o p a n o l  w a s  a d d e d  t o  
t h e  s a m p l e  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  
D N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  1 0  m i n .  T h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d ,  t h e  D N A  p e l l e t  w a s h e d  w i t h  2 0 0  u l  
8 0 %  e t h a n o l  a n d  d r i e d  b y  d e s i c c a t i o n .  T h e  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  5 4  u l  T E  b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  1  m M  
E D T A ) .  R o u t i n e l y ,  1 8  u l  w e r e  u s e d  f o r  r e s t r i c t i o n  d i g e s t s .  
L a r g e r  q u a n t i t i e s  o f  p l a s m i d  D N A  w e r e  i s o l a t e d  a c c o r d i n g  
t o  t h e  m e t h o d  o f  H i r s c h  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  w h i c h  i s  d e s c r i b e d  i n  
d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I .  
T o t a l  D N A  i s o l a t i o n  
T o t a l  D N A  w a s  p r e p a r e d  f r o m  5 - m l  b a c t e r i a l  c u l t u r e s  
g r o w n  t o  l a t e  l o g a r i t h m i c  p h a s e  i n  T Y  ( f o r  R h i z o b i u m  a n d  
A q r o b a c t e r i  u r n )  o r  L - m e d i a  ( f o r  E _ j _  c o  1  i  )  .  B a c t e r i a  w e r e  
h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  4 2 0  u l  " h i g h "  
T E  b u f f e r  ( 5 0  m M  T r i s - H C l ,  1 0  m M  E D T A ,  p H  8 . 0 ) ;  1 2 0  u l  
l y s o z y m e  ( 1 0  u g / m l  i n  " h i g h "  T E )  w a s  a d d e d  t o  t h e  c e l l  
s u s p e n s i o n ,  w h i c h  w a s  i n c u b a t e d  f o r  1  h r  a t  3 7  C ,  f o l l o w e d  b y  
t h e  a d d i t i o n  o f  3 0  u l  p r e d i g e s t e d  p r o n a s e  ( S i g m a )  ( 2 0  m g / m l )  
a n d  a n  i n c u b a t i o n  a t  3 7  C  f o r  1 . 5  h r .  N e x t ,  3 0  u l  s o d i u m  
d o d e c y l  s u l f a t e  ( 2 0 %  S D S  i n  " h i g h "  T E )  w a s  a d d e d  t o  t h e  
s o l u t i o n  a n d  i n c u b a t e d  a t  6 0  C  f o r  5  m i n ,  t h e n  a t  3 7  C  f o r  3 0  
m i n .  T h e  l y s a t e  w a s  e x t r a c t e d  t w o  t i m e s  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  
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m i n .  T h e  l y s a t e  w a s  e x t r a c t e d  t w o  t i m e s  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  
o f  p h e n o l  e q u i l i b r a t e d  w i t h  " h i g h "  T E  a n d  o n c e  w i t h  
c h l o r o f o r m .  D M A  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 5  
v o l u m e  7 . 5  M  a m m o n i u m  a c e t a t e  a n d  0 . 6  v o l u m e  i s o p r o p a n o l  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 5  m i n .  T h e  D N A  p e l l e t  w a s  w a s h e d  w i t h  
8 0 %  e t h a n o l ,  d r i e d ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  T E  b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s -
H C l ,  p H  8 . 0 ,  1  m M  E D T A ) .  
R e s t r i c t i o n  d i g e s t s  a n d  D N A  h y b r i d i z a t i o n s  
R e s t r i c t i o n  e n z y m e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  N e w  E n g l a n d  
B i o l a b s .  D N A  w a s  d i g e s t e d  w i t h  1 0  u n i t s  o f  E c o R I  o r  H i n d l l l  
p e r  u g  D N A  f o r  2  h r  a t  3 7  C .  D N A  d i g e s t i o n ,  e l e c t r o p h o r e s i s ,  
a n d  p h o t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  a r e  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  
S e c t i o n  I I .  B a c t e r i o p h a g e  l a m b d a  D N A  w a s  d i g e s t e d  w i t h  
H i n d l l l  a n d  i n c l u d e d  o n  a l l  g e l s  a s  m o l e c u l a r  s i z e  s t a n d a r d s  
a n d  a s  n e g a t i v e  c o n t r o l s  f o r  h y b r i d i z a t i o n s .  D N A  w a s  
t r a n s f e r r e d  t o  G e n e S c r e e n P l u s  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r )  f i l t e r s  
a s  d e s c r i b e d  b y  M a n i a t i s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 b ) ,  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  
m o d i f i c a t i o n s .  A f t e r  t h e  D N A  i n  t h e  g e l  h a d  b e e n  s t a i n e d  a n d  
p h o t o g r a p h e d ,  i t  w a s  s u b m e r g e d  i n  0 . 2 5  M  H C l  f o r  1 5  m i n ,  t h e n  
t r a n s f e r r e d  t o  d e n a t u r a t i o n  s o l u t i o n  ( 0 . 5  M  N a O H ,  1 . 5  M  N a C l )  
a n d  i n c u b a t e d  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  6 0  
m i n .  T h e  g e l  w a s  r i n s e d ,  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  r e n a t u r a t i o n  
s o l u t i o n  ( 0 . 5  M  T r i s - H C l  p H  8 . 0 ,  1 . 5  M  N a C l )  a n d  i n c u b a t e d  
w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  6 0  m i n .  
A  p i e c e  o f  G e n e S c r e e n P l u s  w a s  c u t  t o  t h e  e x a c t  d i m e n s i o n  
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o f  t h e  g e l  a n d  m a r k e d  o n  t h e  c o n c a v e  s i d e  ( s i d e  B ) .  T h e  
m e m b r a n e  w a s  w e t t e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  t h e n  s u b m e r g e d  i n  
l O X  S S C  ( 1 . 5  M  N a C l  a n d  0 . 1 5  M  s o d i u m  c i t r a t e )  f o r  3 0  m i n .  
T h r e e  p i e c e s  o f  W h a t m a n n  3 M M  f i l t e r  p a p e r  w e r e  w r a p p e d  a r o u n d  
a  D N A  B l o t  T r a n s f e r  S y s t e m  f o r  H o r i z o n t a l  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  
A p p a r a t u s  ( B e t h e s d a  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s ) ,  w e t t e d ,  a n d  t h e  
b u b b l e s  c a r e f u l l y  r e m o v e d .  T h e  r e s e r v o i r  o f  t h e  t r a n s f e r  
a p p a r a t u s  w a s  f i l l e d  w i t h  l O X  S S C .  T h e  g e l  w a s  p l a c e d  o n  t h e  
d a m p  f i l t e r  p a p e r  a n d  t h e  w e t  G e n e S c r e e n P l u s  m e m b r a n e  w a s  
p l a c e d  B - s i d e  d o w n  o n  t h e  g e l .  T h r e e  p i e c e s  o f  W h a t m a n n  3 M M  
f i l t e r  p a p e r  a n d  a  6  i n c h  s t a c k  o f  p a p e r  t o w e l s  c u t  t o  t h e  
e x a c t  d i m e n s i o n s  o f  t h e  g e l  w e r e  p l a c e d  d i r e c t l y  o n  t h e  
G e n e S c r e e n P l u s .  A  g l a s s  p l a t e  w a s  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  p a p e r  
t o w e l s  a n d  a n  a p p r o x i m a t e l y  5 0 0  g  w e i g h t  a d d e d  t o  f a c i l i t a t e  
t r a n s f e r .  A f t e r  2 4  h r ,  t h e  t r a n s f e r  a p p a r a t u s  w a s  d i s m a n t l e d  
a n d  t h e  G e n e S c r e e n P l  u s  g e n t l y  w a s h e d  i n  2 X  S S C  t o  r e m o v e  a n y  
r e s i d u a l  a g a r o s e  f r o m  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  m e m b r a n e .  T h e  g e l  
w a s  s t a i n e d  w i t h  e t h i d i u m  b r o m i d e  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
t r a n s f e r  h a d  b e e n  c o m p l e t e d .  T h e  m e m b r a n e  w a s  a l l o w e d  t o  
c o m p l e t e l y  d r y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e n  p l a c e d  i n  a  S e a l - a -
M e a l  b a g  ( S e a r s )  u n t i l  n e e d e d .  
H y b r i d i z a t i o n s  o f  l a b e l e d  D N A  t o  m e m b r a n e  b o u n d  D N A  w e r e  
p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  o f  t h e  N e w  E n g l a n d  N u c l e a r  
C a t a l o g  N E F - 9 7 5 .  B r i e f l y ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  p r e h y b r i d i z e d  
w i t h  1 0  m l  o f  p r e h y b r i d i z a t i o n  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  1 %  S D S ,  
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1 0 %  d e x t r a n  s u l f a t e  ( S i g m a ) ,  a n d  1 . 0  M  N a C l  a t  6 5  C  f o r  a t  
l e a s t  6  h r  w i t h  c o n s t a n t  a g i t a t i o n  i n  a  s e a l e d  b a g .  A f t e r  
p r e h y b r i d i z a t i o n ,  1 . 0  m l  o f  d e n a t u r e d  s a l m o n  s p e r m  D N A  
( S i g m a )  ( < 1 0 0  u g / m l )  p l u s  t h e  d e n a t u r e d  r a d i o a c t i v e  p r o b e  w a s  
a d d e d  t o  t h e  b a g .  H y b r i d i z a t i o n  c o n t i n u e d  a t  6 5  C  f o r  1 6 - 2 4  
h r .  A f t e r  h y b r i d i z a t i o n  w a s  c o m p l e t e ,  t h e  h y b r i d i z a t i o n  
f l u i d  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  b a g  a n d  t h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  
s u c c e s s i v e l y  w i t h  3  s o l u t i o n s  t o  r e m o v e  u n b o u n d  a n d  
n o n s p e c i f i c a l l y  b o u n d  r a d i o a c t i v e  p r o b e .  T h e  w a s h  s o l u t i o n s  
a n d  a u t o r a d i o g r a p h y  c o n d i t i o n s  a r e  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  
S e c t i o n  I I  f o r  G e n e S c r e e n  m e m b r a n e s  a n d  a r e  i d e n t i c a l  t o  
t h o s e  u s e d  f o r  G e n e S c r e e n P 1 u s .  
G e n e S c r e e n P l u s  m e m b r a n e s  w e r e  r e u s e d  b y  r e m o v i n g  t h e  
b o u n d  r a d i o a c t i v e  p r o b e .  T h e  p r o b e  w a s  r e m o v e d  b y  f i r s t  
i n c u b a t i n g  t h e  f i l t e r  w i t h  1 0 0  m l  0 . 4  M  N a O H  f o r  3 0  m i  n  a t  4 2  
C  w i t h  g e n t l e  a g i t a t i o n .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  r e m o v e d  a n d  1 0 0  
m l  o f  O . I X  S S C ,  0 . 1 %  S D S ,  0 . 2  M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 5  w a s  a d d e d  
a n d  t h e  f i l t e r  w a s  i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n  a t  4 2  C  w i t h  g e n t l e  
a g i t a t i o n .  T h e  m e m b r a n e  w a s  r e m o v e d  a n d  e x p o s e d  t o  X - R a y  
f i l m  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  r e m o v a l  o f  t h e  
r a d i o a c t i v e  p r o b e .  
T h e  p r e p a r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  D N A  p r o b e s  l a b e l e d  w i t h  
a l p h a  3 2 p _ d C T P  i s  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I .  T h e  
l a b e l e d  D N A  w a s  a d d e d  t o  t h e  h y b r i d i z a t i o n  b a g  a t  a  s p e c i f i c  
a c t i v i t y  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 7  c p m / u g  D N A .  T h e  f i n a l  
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c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p r o b e  w a s  l e s s  t h a n  1 0  n g / m l .  
I s o T a t i o n  o f  a  N o d "  N i f -  s t r a i n  o f  ^  j a p o n i c i i m  U S D A 1 9 1  
R .  j a p o n i c u m  s t r a i n  I A 7 1 5  w a s  g r o w n  t o  l a t e  l o g  p h a s e  i n  
T Y  m e d i u m .  A p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  -  l O l O  c e l l s  w e r e  s p r e a d  o n  T Y  
p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  7  d a y s .  A f t e r  t h e  3 7  C  
i n c u b a t i o n  p e r i o d ,  t h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  f o r  4 - 5  d a y s .  T h e  c o l o n i e s  t h a t  a p p e a r e d  w e r e  
p u r i f i e d  b y  s i n g l e  c o l o n y  i s o l a t i o n ,  c h e c k e d  f o r  a n t i b i o t i c  
r e s i s t a n c e ,  a n d  t h e i r  p l a s m i d  p r o f i l e s  d e t e r m i n e d  o n  E c k h a r d t  
g e l s  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  i n  S e c t i o n  I I .  P l a s m i d  a n d  
t o t a l  D N A  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  o n e  s t r a i n ,  w h i c h  w a s  d e s i g n a t e d  
I A 4 7 ,  a n d  h y b r i d i z e d  w i t h  3 2 p _ i a b e l e d  D N A  f r a g m e n t s  
c o n t a i n i n g  n o d  a n d  n i  f  s e q u e n c e s .  T h i s  s t r a i n  w a s  a l s o  
t e s t e d  o n  G 1 y c i n e  m a x  c v .  P e k i n g  a n d  S i r a t r o  p l a n t s  f o r  
M o d u l a t i o n  a b i l i t y .  
C o n s t r u c t i o n  o f  à  c o s m i d  c l o n e  b a n k  
A  c o s m i d  c l o n e  b a n k  o f  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  
p l a s m i d  D N A  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  b r o a d  h o s t  r a n g e  c l o n i n g  
v e c t o r  p V K 1 0 2  ( K n a u f  a n d  N e s t e r ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  t e c h n i q u e  i s  
d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  I V .  B r i e f l y ,  v e c t o r  D N A  w a s  
d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d l l l .  T h e  
r e s t r i c t i o n  e n z y m e  w a s  i n a c t i v a t e d  b y  a  1 : 1  p h e n o l  : c h l o r o f o r m  
e x t r a c t i o n ,  a n d  t h e  D N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  w i t h  2  v o l u m e s  o f  
e t h a n o l ,  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  d r i e d ,  a n d  r e s u s p e n d e d  
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i n  T E  b u f f e r .  
P l a s m i d  D M A  w a s  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e  H i n d i  I I  s o  t h a t  t h e  a v e r a g e  D N A  f r a g m e n t  s i z e  
w a s  2 3 - 2 8  k b .  I n s e r t  a n d  v e c t o r  D N A ,  a t  a  r a t i o  o f  3 : 1 ,  w e r e  
i n c u b a t e d  w i t h  1 0  U  T 4  D N A  l i g a s e  ( N e w  E n g l a n d  B i o l a b s )  f o r  
1 2  h r  a t  1 4  C .  T h e  l i g a t e d  m i x t u r e  w a s  p a c k a g e d  j n  v i t r o  b y  
t h e  m e t h o d  o f  E n q u i s t  a n d  S t e r n b e r g  ( 1 9 7 9 ) .  P h a g e  w e r e  m i x e d  
w i t h  ^  C O  1 i  s t r a i n  H B l O l  i n  s o f t  ( 0 . 8 % )  a g a r  a n d  p o u r e d  o v e r  
L B  p l a t e s  c o n t a i n i n g  1 5  u g / m l  o f  t e t r a c y c l i n e .  C o s m i d s  
c o n t a i n i n g  o n l y  v e c t o r  D N A  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  t h e i r  
r e s i s t a n c e  t o  k a n a m y c i n  w h e n  s p o t t e d  t o  L B  p l a t e s  c o n t a i n i n g  
5 0  u g / m l  k a n a m y c i n .  C o l o n i e s  w e r e  s c r e e n e d  b y  t h e  c o l o n y  
h y b r i d i z a t i o n  t e c h n i q u e  o f  G r u n s t e i n  a n d  H o g n e s s  ( 1 9 7 5 )  a n d  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I V .  
S u b c l o m ' n g  N o d  f r a g m e n t s  
R .  j a p o n i c u m  p S y m l 9 1  c o n t a i n s  4  H i n d l l l  f r a g m e n t s  t h a t  
h y b r i d i z e  w i t h  t h e  8 . 7 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  f r o m  R _ j _  m e l i l o t i  a n d  
t h e s e  f r a g m e n t s  w e r e  o n  d i f f e r e n t  c l o n e s .  S i n c e  e a c h  o f  
t h e s e  c l o n e s  c o n t a i n e d  a d d i t i o n a l  D N A  f r a g m e n t s ,  t h e  n o d  
h o m o l o g o u s  f r a g m e n t s  w e r e  i n d i v i d u a l l y  s u b c l o n e d  i n  t h e  
v e c t o r  p V K 1 0 2 .  P l a s m i d  D N A  f r o m  c o s m i d  c l o n e s  c o n t a i n i n g  
f r a g m e n t s  t h a t  h y b r i d i z e d  w i t h  a  c l o n e d  8 . 7 - k b  E c o R I  n o d  
f r a g m e n t  f r o m  R _ ^  m e l i l o t i  ( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I )  w a s  
i s o l a t e d  b y  a  s m a l l - s c a l e  p l a s m i d  i s o l a t i o n  m e t h o d  ( d e s c r i b e d  
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a b o v e ) .  P l a s m i d s  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  H i n d l l l  f o r  2  h r  a t  3 7  
C ,  t h e n  i n c u b a t e d  a t  6 5  C  f o r  1 0  m i n .  N i n e  u l  o f  d i g e s t e d  
p l a s m i d  D M A  w a s  a d d e d  t o  1  u l  o f  l O X  l i g a s e  b u f f e r  w h i c h  
c o n s i s t e d  o f  6 6 0  m M  T r i s - H C l  ( p H  7 . 5 ) ,  5 6  m M  M g C l 2  a n d  1 0 0  m M  
d i t h i o t h r e i t o !  .  A  1 - u l  s a m p l e  w a s  r e m o v e d  a t  t h i s  t i m e  a n d  
s t o r e d  a t  4  C  u n t i l  t h e  f o l l o w i n g  d a y  f o r  u s e  a s  a  c o n t r o l  t o  
c o n f i r m  l i g a t i o n .  O n e  u l  A T P  ( 0 . 1  M  A T P ,  p H  7 . 0 )  a n d  1  u l  
l i g a s e  ( N e w  E n g l a n d  B i o l a b s )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  l i g a t i o n  
m i x t u r e  a n d  g e n t l y  m i x e d .  T h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  1 4  C  
o v e r n i g h t  t o  a l l o w  l i g a t i o n  o f  i n s e r t  f r a g m e n t s  t o  p V K 1 0 2 .  
T h e  f o l l o w i n g  d a y ,  a  1  u l  s a m p l e  o f  t h e  l i g a t i o n  m i x t u r e  w a s  
r e m o v e d  t o  c o n f i r m  l i g a t i o n .  T h e  c o n t r o l  s a m p l e  ( b e f o r e  
l i g a t i o n )  a n d  t h e  l i g a t i o n  s a m p l e  w e r e  l o a d e d  n e x t  t o  e a c h  
o t h e r  o n  a  m i n i g e l  ( d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I )  a n d  
s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  f o r  4 5  m i n .  B a c t e r i o p h a g e  
l a m b d a  D N A  c u t  w i t h  H i n d l l l  w a s  i n c l u d e d  a s  a  s i z e  s t a n d a r d .  
A p p r o x i m a t e l y  5 0  n g  o f  l i g a t e d  D N A  w a s  a d d e d  t o  0 . 2  m l  
c o m p e t e n t  H B l O l  c e l l s  ( d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I ) .  
T h e  t r a n s f o r m a t i o n  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  3 0  m i n ,  
h e a t - s h o c k e d  a t  4 2  C  f o r  2  m i n ,  a n d  i n c u b a t e d  a n  a d d i t i o n a l  
3 0  m i n  o n  i c e .  O n e  m l  o f  L B  l i q u i d  w a s  a d d e d  t o  t h e  c e l l s  
w h i c h  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  1  h r  t o  a l l o w  e x p r e s s i o n  o f  
a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  g e n e s  i n  t r a n s f o r m e d  c e l l s .  T h e  
t r a n s f o r m a t i o n  m i x t u r e  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  1 0  m i n  i n  a  
G L C - 1  c e n t r i f u g e  ( S o r v a l l ) ,  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 1  m l  L B  m e d i a .  
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p l a t e d  o n  L B  a g a r  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 5  u g / m l  t e t r a c y c l i n e ,  
a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  2 4  h r .  T e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n t  
c o l o n i e s  w e r e  t e s t e d  f o r  i n s e r t s  b y  p l a t i n g  i n d i v i d u a l  
c o l o n i e s  o n  L B  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  5 0  u g / m l  k a n a m y c i n .  
C o l o n i e s  t h a t  w e r e  K m  s e n s i t i v e  w e r e  p u r i f i e d  a n d  p l a s m i d  D N A  
f r o m  t h e s e  b a c t e r i a  w a s  i s o l a t e d  b y  s m a l l - s c a l e  p l a s m i d  
i s o l a t i o n  ( d e s c r i b e d  a b o v e ) ,  d i g e s t e d  w i t h  H i n d l l l ,  a n d  
s e p a r a t e d  b y  a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( d e s c r i b e d  a b o v e ) .  
M o d u l a t i o n  t e s t s  
G l y c i n e  m a x  c v .  P e k i n g  a n d  N a c r o p t i  1  i  u m  a t r o p u r p u r e u m  
c v .  S i r a t r o  s e e d s  w e r e  s u r f a c e  s t e r i l i z e d ,  g e r m i n a t e d  a n d  
i n o c u l a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I .  S o y b e a n  p l a n t s  w e r e  
w a t e r e d  t w i c e / w e e k ;  o n c e  w i t h  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  
o n c e  w i t h  n u t r i e n t  s o l u t i o n  ( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I ) .  T h r e e  
r e p l i c a t e s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  e a c h  b a c t e r i a l  s t r a i n  t e s t e d .  
R o o t s  w e r e  e x a m i n e d  a n d  a s s a y e d  a f t e r  5  w e e k s '  g r o w t h .  
N o d u l e s  w e r e  s u r f a c e - s t e r i l i z e d ,  a n d  b a c t e r i a  w e r e  i s o l a t e d  
f r o m  t h e  n o d u l e s .  A n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e s  a n d  p l a s m i d  
p r o f i l e s  o f  b a c t e r i a  i s o l a t e d  f r o m  n o d u l e s  w e r e  d e t e r m i n e d  t o  
c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n o c u l a t e d  b a c t e r i a .  N o d u l e s  
w e r e  t e s t e d  f o r  a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  u n d e r  1 0 %  a c e t y l e n e  a n d  
m e a s u r e d  b y  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  ( B u r r i s ,  1 9 7 2 ) .  
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T a b l e  1 .  B a c t e r i a l  s t r a i n s  a n d  p l a s m i d s  
S t r a i n s  C h a r a c t e r i s t i c s  S o u r c e  o r  
R e f e r e n c e  
R .  j a p o n i c u m  
U S D A 1 9 1  ( P R C 4 4 Û )  W i l d  t y p e  D .  P h i l l i p s ,  
U . C .  a t  D a v i s  
I A A 7 1 5  T n 5  i  n  p R j a U S D A 1 9 1 c  T h i s  w o r k  
I A 4 7  N o d "  N  T h i s  w o r k  
I A R 3 A M 1 0  N o d  +  N  f -  ( 1 )  T h i s  w o r k  
I A H 3 Q 5 C  N o d  +  N  f -  ( 3 )  T h i s  w o r k  
I A H 3 Q 5 A  N o d  +  N  f -  ( 3 )  T h i s  w o r k  
I A 2 R 6  N o d  +  N  f -  ( 1 )  T h i s  w o r k  
I A H 3 0 1  N o d  +  N  f -  ( 2 )  T h i s  w o r k  
I A R 3 5 A 2  N o d  +  N  f -  ( 3 )  T h i s  w o r k  
I A H 3 K 4 A 2  N o d  +  N  f -  ( 3 )  T h i s  w o r k  
I A H 3 D 4  N o d  +  N  f -  ( 3 )  T h i s  w o r k  
A .  t u m e f a c i  e n s  
L B A 2 8 8  
E .  c o l i  
H B l O l  
A B 2 4 6 3  
A B 1 1 5 7  
T i  p l a s m i d  c u r e d ,  R m "  
p r o  l a c Y  S m " ^  r e c A "  
r "  m "  
1  e u  p r o  h i s  a r q  t h i  
TTEY^cr 
1 e u  p r o  h i s  a r g  t h i  
TiZY 
H o o y k a a s  e t  
a l  . ,  1 9 8 1  
B o y e r  a n d  
R o u l 1 a n d -
D u s s o i x ,  1 9 6 9  
B .  B a c h m a n n ,  
E .  c o l i  
G e n e t i c  
S t o c k  C e n t e r  
B .  B a c h m a n n  
E .  c o l i  
G e n e t i c  
S t o c k  C e n t e r  
9 7  
T a b l e  1  ( C o n t i  n u  e d  )  
P I a s m i d s  D e s c r i  p t i o n  S o u r c e  o r  
R e f e r e n c e  
p R j a U S D A 1 9 1 c  n o d .  n  i  f  T h i s  w o r k  
p S U P l O l l  P A C Y C 1 8 4  M o b : ; T n 5  S i m o n  e t  a l . .  
1 9 8 3  
p R L l S O  C h ^  S m " "  T e " "  I n c P - 1  H o o y k a a s  e t  
a l  ,  1 9 8 2 a  
p R t n R 2  R .  m e l i l o t i  n  i  f  D H  q e n e s  R u v k i n  a n d  
A u s u b e l  ,  1 9 8 0  
p R m S  L 2 6  R .  m e l i l o t i  n o d  g e n e s  L o n g  e t  a l . ,  1 9 8 2  
p I A 8 7  8 . 7 - k b  E c o R I  n o d  g e n e s  T h i s  w o r k  
f r o m  p R M S L 2 6  i n  p A C Y C 1 8 4  
p V K 1 0 2  b r o a d  h o s t  r a n g e  c o s m i d  K n a u f  a n d  N e s t e r ,  
1 9 8 2  
p R j a I A 6 8  6 . 8 - k b  H i n d i  I I  n o d  T h i s  w o r k  
f r a g m e n t  f r o m  
p R j a U S D A i g i c  i n  p V K 1 0 2  
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R E S U L T S  
R - p r i m e  f o r m a t i o n  
T o  f a c i l i t a t e  t h e  t r a n s f e r  o f  p S y m l 9 1  t o  o t h e r  s t r a i n s  
i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  l a b e l  t h e  p l a s m i d  w i t h  a n  e a s i l y  
i d e n t i f i a b l e  g e n e t i c  m a r k e r .  T h i s  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  
i n s e r t i o n  o f  t h e  t r a n s p o s o n  T n ^  i n t o  p S y m l 9 1  b y  c o n j u g a t i o n  
w i t h  ^  C 0 1 i  S M l O - 1 0 1 1  c a r r y i n g  t h e  s u i c i d e  p l a s m i d  p S U P l O l l  
( S i m o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  a n d  i s  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  
I I .  T h e  i s o l a t e  c o n t a i n i n g  T n ^  i n  p S y m l 9 1  w a s  d e s i g n a t e d  
I A 7 I 6  .  
C o n j u g a t i o n  o f  s t r a i n  I A 7 1 6  w i t h  R m " "  A _ ^  t u m e f a c i e n s  
s t r a i n  L B A 2 8 8  y i e l d e d  n o  R m r / K m r  t r a n s c o n j u g a n t s ,  s u g g e s t i n g  
t h a t  p R j a U S D A 1 9 1 c  i s  n o t  s e l f - t r a n s m i s s i b l e .  T o  f a c i l i t a t e  
p l a s m i d  t r a n s f e r ,  t h e  h e l p e r  p l a s m i d .  p R L 1 8 0 ,  w h i c h  i s  a  
d e r i v a t i v e  o f  R P l  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 a ) ,  w a s  i n t r o d u c e d  
i n t o  s t r a i n  I A 7 1 6  ( U S D A 1 9 1 ;  p S y m l 9 1 : : T n ^ )  b y  c o n j u g a t i o n  
( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I ) .  ^  j a p o n i c u m  I A 7 1 6  ( p R L 1 8 0 )  w a s  
s u b s e q u e n t l y  c o n j u g a t e d  w i t h  E .  c o l i  s t r a i n s  H B l O l ,  A B 2 4 6 3 ,  
a n d  A B 1 1 5 7 .  ^  c o l i  H B l O l  K m i "  t r a n s c o n  j u g a n t s  o c c u r r e d  a t  a  
f r e q u e n c y  o f  1 0 - 5  t o  1 0 " ^ ,  w h e r e a s  ^  c o l i  A B 2 4 6 3  a n d  A B 1 1 5 7  
K m " ^  t r a n s c o n  j u g a n t s  o c c u r r e d  a t  a  f r e q u e n c y  o f  1 0 " ^  t o  1 0 - 8 .  
I n  c o n t r a s t ,  t h e  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  f r e q u e n c y  o f  c o l  i  
H B l O l ,  A B 2 4 6 3  ,  a n d  A B 1 1 5 7  t o  w a s  l e s s  t h a n  1  x  l O ' l O .  
T o  c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  p S y m l 9 1 ,  s e v e r a l  
t r a n s c o n j u g a n t  c o l o n i e s  o f  E _ ^  c o l i  H B l O l ,  A B 2 4 6 3 ,  a n d  A B 1 1 5 7  
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w e r e  s e l e c t e d ,  a n d  t h e i r  p l a s m i d  p r o f i l e s  a n a l y z e d  b y  a g a r o s e  
g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( F i g .  1 ) .  R .  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  
h a s  f o u r  p l a s m i d s ;  p R j a U S D A 1 9 1 d ,  a  m e g a p l a s m i d  ( > 5 0 0  M d a l ) ,  
p R J a U S D A l Q l c  ( p S y m l 9 1 ,  2 2 0  M d a l ) ,  p R j a U S D A 1 9 1 b  ( 5 9  M d a l ) ,  a n d  
p R j a U S D A 1 9 1 a  ( 3 0  M d a l )  ( F i g .  1 ,  L a n e  1 ) ,  L a n e s  2  a n d  3  i n  
F i g .  1  s h o w  p l a s m i d  D N A  f r o m  t w o  E _ ^  c o l  i  H B l O l  t r a n s c o n j u g a n t  
s t r a i n s ,  4  a n d  5  s h o w  p l a s m i d  D N A  f r o m  t w o  ^  c o l i  A B 2 4 6 3  
t r a n s c o n j u g a n t  s t r a i n s ,  a n d  l a n e  6  s h o w s  p l a s m i d  D N A  f r o m  a n  
E .  c o l i  A B 1 1 5 7  t r a n s c o n j u g a n t  s t r a i n .  A l l  t r a n s c o n j u g a n t s  
e x c e p t  A B 1 1 5 7  t r a n s c o n j u g a n t s  h a r b o r  p l a s m i d s  s m a l l e r  t h a n  
p S y m l 9 1  b u t  l a r g e r  t h a n  p R L l S O .  A l l  A B 1 1 5 7  t r a n s c o n j u g a n t s  
e x a m i n e d  c o n t a i n e d  p l a s m i d  D N A  o f  t h e  s a m e  m o b i l i t y  a s  
p R L l S O .  T o  d e t e r m i n e  i f  t h e  p l a s m i d s  i n  l a n e s  2 - 5  w e r e  R -
p r i m e  c o i  n t e g r a t e s - ,  p l a s m i d  D N A  w a s  h y b r i d i z e d  w i t h  3 2 p _  
l a b e l e d  p R L l S O  ( F i g .  2 ) .  A s  c a n  b e  s e e n  i n  F i g .  2 ,  l a n e  1 ,  
p R L l S O  h y b r i d i z e d  o n l y  t o  i t s e l f  a n d  n o t  t o  a n y  p l a s m i d s  i n  
R .  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ,  b u t  d o e s  h y b r i d i z e  t o  t h e  p l a s m i d s  i n  
l a n e s  2 - 6 .  T h e  c o i n t e g r a t e  p l a s m i d s  i n  F i g .  2  a l s o  
h y b r i d i z e d  w i t h  3 2 p - l a b e l e d  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  p l a s m i d  D N A  
a n d  w i t h  3 2 p _ i a b e l e d  T n ^  D N A .  T h e  A B 1 1 5 7  t r a n s c o n j u g a n t s  d i d  
n o t  h y b r i d i z e  w i t h  ^ ^ P - l a b e l e d  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  p l a s m i d  
D N A  b u t  d i d  h y b r i d i z e  w i t h  3 2 p _ i a b e l e d  T n ^  D N A .  P r e s u m a b l y ,  
t h e  T n ^  t r a n s p o s e d  t o  p R L l S O  b e c a u s e  p l a s m i d  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  c a n  n o t  r e p l i c a t e  i n  ^  c o l i ,  a n d  i n  a  
r e c A +  b a c k g r o u n d ,  t h e  c o i n t e g r a t e  s t r u c t u r e  d i s a s s o c i a t e s .  
F i g u r e  1 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m i d  D N A  f r o m  
p a r e n t  a n d  t r a n s c o n j u g a n t  s t r a i n s  o f  R _ ^  j a p o n i  c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 1  a n d  c o l i  s t r a i n s  H B l O l ,  A B 2 4 5 3 ,  
a n d  A B 1 1 5 7 .  L a n e  1 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  ^  j a p o n i c u m  
U S D A 1 9 1  ( p R L l S O ) ;  l a n e s  2 - 3 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  E .  
c o l i  H B l O l  t r a n s c o n j u g a n t s  w i t h  d e l e t i o n s  o f  
p S y m l 9 1 ;  l a n e s  4 - 5 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  ^  c o l i  
A B 2 4 6 3  t r a n s c o n j u g a n t s  w i t h  d e l e t i o n s  o f  p S y m l 9 1 ;  
l a n e  6 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  a n  c o l  i  A B 1 1 5 7  
t r a n s c o n j u g a n t  w i t h  o n l y  p R L l S O .  
pRiaUSDA191d 
pSym191 
pRjaUSDAISIb 
pRL180 
pRiaUSDA191a 
Chromosome 
F i g u r e  2 .  H y b r i d i z a t i o n  o f  t h e  p l a s m i d  D N A  i n  F i g u r e  1  w i t h  
3 2 p _ p R L 1 8 0 .  L a n e  1 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  j a p o n i c u m  
U S D A 1 9 1  ( p R L l S O ) ;  l a n e s  2 - 3 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  E .  
c o l i  H B l O l  t r a n s c o n j u g a n t s ;  l a n e s  4 - 5 ,  p l a s m i d  D N A  
f r o m  ^  c o l i  A B 2 4 6 3  t r a n s c o n j u g a n t s ;  l a n e  6 ,  
p l a s m i d  D N A  f r o m  a n  c o l i  A B 1 1 5 7  t r a n s c o n j u g a n t .  
1 0 3  
pSym191 
pRU80 
1 0 4  
I s o l a t i o n  o f  a  m u t a n t  o f  R .  g a ^ o n j ^ g m  U S D A 1 9 1  l a c k i n g  a i l  
s y m b i o t i c  f u n c t i o n s  
M o r r i s o n  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  a n d  S c h o f i e l d  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  h a v e  
i s o l a t e d  n o n - n o d u l a t i o n  s t r a i n s  o f  R h i z o b i u m  b y  u s i n g  
e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s  t o  c u r e  a  p l a s m i d  k n o w n  t o  p o s s e s s  
g e n e s  f o r  m o d u l a t i o n .  W e  i n c u b a t e d  R _ ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  a t  
3 7  C  a n d  w e r e  a b l e  t o  i s o l a t e  a  m u t a n t  t h a t  h a d  b e e n  c u r e d  o f  
p R j a U S D A 1 9 1 b  a n d  h a d  s u s t a i n e d  a  l a r g e  d e l e t i o n  i n  p S y m l 9 1  
( F i g .  3 ,  l a n e  2 ) .  P l a s m i d  a n d  t o t a l  D N A  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  
t h e  p i  a s m i d - d e l e t e d  s t r a i n  ( I A 4 7 )  a n d  h y b r i d i z e d  t o  3 2 p -
l a b e l e d  p I A 8 7  D N A ,  a n  8 . 7  k b  E c o R I  f r a g m e n t  f r o m  p R m S L 2 6  
( L o n g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  w h i c h  c o n t a i n s  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  R .  
m e l i l o t i  s u b c l o n e d  i n  p A C Y C 1 8 4 ,  a n d  t o  3 2 p - i a b e l e d  p R m R 2  D N A  
( R u v k i n  a n d  A u s u b e l  ,  1 9 8 0 ) ,  w h i c h  c o n t a i n s  t h e  s t r u c t u r a l  n i  f  
D H  g e n e s  f r o m  ^  m e l i l o t i  ( F i g .  4 A ,  l a n e s  3  a n d  4 ;  4 B ,  l a n e s  
3  a n d  4 ;  4 C ,  l a n e s  3  a n d  4 ) .  F r o m  t h e  d a t a  i n  F i g .  4 ,  w e  
c o n c l u d e  t h a t  t h e  p l a s m  i d - d e l e t e d  s t r a i n  I A 4 7  d o e s  n o t  
c o n t a i n  a n y  ^  m e l i l o t i  h o m o l o g o u s  n o d  o r  n i  f  s e q u e n c e s .  
T o t a l  D N A  a n d  p l a s m i d  D N A  f r o m  w i l d  t y p e  R _ ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  
c o n t a i n s  4  H i n d l l l  f r a g m e n t s  o f  1 5 . 5  k b ,  1 2 . 5  k b ,  6 . 8  k b ,  a n d  
5 . 2  k b  t h a t  h y b r i d i z e  w i t h  t h e  ^  m e l i l o t i  8 . 7 - k b  n o d  
f r a g m e n t  ( F i g .  4 B ,  l a n e s  1  a n d  2 )  a n d  3  H i n d i  I I  f r a g m e n t s  o f  
1 7 . 5  k b ,  1 5 . 5  k b  a n d  1 . 8  k b  t h a t  h y b r i d i z e  w i t h  R _ ^  m e  1  i l o t i  
n i f  D H  D N A  s e q u e n c e s  ( F i g .  4 C ,  l a n e s  1  a n d  2 ) .  T h a t  t h e  s a m e  
h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n  i s  o b s e r v e d  w i t h  b o t h  p l a s m i d  D N A  a n d  
F i g u r e  3 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m i d  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  d e r i v a t i v e s .  L a n e  1 ,  R .  
j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  ( p R L l S O ) ;  l a n e  2,  ^  j a p o n i c u m  
I A 4 7 .  S t r a i n  I  A 4 7  h a s  s u s t a i n e d  a  l a r g e  d e l e t i o n  
i n  p S y m l 9 1  a n d  h a s  b e e n  c u r e d  o f  p R j a l l S D A 1 9 1 b .  
L a n e  3 ,  ^  c o l i  H B l O l  t r a n s c o n j u g a n t  c o n t a i n i n g  a n  
R - p r i m e  d e l e t i o n  p l a s m i d ;  l a n e  4 ,  ^  j a p o n i c u m  
I A 4 7  t r a n s c o n j u g a n t  c o n t a i n i n g  t h e  r e s o l v e d  R -
p r i m e  p l a s m i d  f r o m  l a n e  3 .  
1 0 6  
pSyml9l 
pRLISO 
F i g u r e  4 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m i d  a n d  t o t a l  D N A  d i g e s t e d  w i t h  t h e  
r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i  n d l 1 1 .  A :  L a n e  1 ,  t o t a l  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i  c u m  U S D A 1 9 1 ;  l a n e  2 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  R .  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ;  l a n e  
3 ,  t o t a l  D N A  f r o m  j a p o n i c u m  I A 4 7 ;  l a n e  4 ,  p l a s m i d  D N A  f r o m  ^  
j a p o n i  c u m  I A 4 7 .  M o l e c u l a r  w e i g h t s  s h o w n  a r e  t h e  s i z e s  i n  k b  w h i c h  
h y b r i d i z e  w i t h  t h e  n o d  a n d  n i  f  p r o b e s .  B :  H y b r i d i z a t i o n  o f  ^ ^ P - p I A 8 7  
t o  a  S o u t h e r n  b l o t  o f  t h e  g e l  i n  F i g u r e  4 A ;  l a n e  c o n t e n t s  a r e  t h e  s a m e  
a s  F i g u r e  4 A .  C :  H y b r i d i z a t i o n  o f  ^ ^ P - p R m R 2  t o  a  S o u t h e r n  b l o t  o f  t h e  
g e l  i n  F i g u r e  4 A ;  l a n e  c o n t e n t s  a r e  t h e  s a m e  a s  F i g u r e  4 A .  

1 0 9  
t h e  s y m b i o t i c  n i  f  a n d  n o d  g e n e s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  p l a s m i d  
D M A  o f  ^  j a p o n i c u m  L I S D A 1 9 1  a s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  w i t h  o t h e r  
f a s t - g r o w i n g  R _ ^  j a p o n i c u m  s p e c i e s  ( P r a k a s h  a n d  A t h e r l y ,  
1 9 8 4 ) .  T h e  p l a s m i d  d e l e t e d  s t r a i n  I A 4 7  w a s  a l s o  t e s t e d  f o r  
i t s  a b i l i t y  t o  n o d u l a t e  s o y b e a n  c v .  P e k i n g  a n d  S i r a t r o  
p l a n t s ,  a n d  n o  n o d u l e s  w e r e  f o r m e d .  
R - p r i m e  m o b i l i z a t i o n  t o  ^  j a p o n i c u m  s t r a l n  I A 4 7  
E l e v e n  ^  c o l i  H B l O l  a n d  e l e v e n  c o l i  A B 2 4 5 3  
t r a n s c o n j u g a n t s  c o n t a i n i n g  R - p r i m e  c o i n t e g r a t e s  w e r e  
c o n j u g a t e d  w i t h  t h e  N o d "  N i f -  R _ ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  I A 4 7 .  R -
p r i m e  p l a s m i d  t r a n s f e r  f r o m  c o l  i  i n t o  R ^  j a p o n i c u m  I A 4 7  
w a s  s e l e c t e d  f o r  b y  p l a t i n g  t h e  c o n j u g a t i o n  m i x t u r e  o n  Z -
m i n i m a l  m e d i a  ( t o  s e l e c t  a g a i n s t  a u x o t r o p h i c  c o l i )  
c o n t a i n i n g  1 0 0  u g / m l  k a n a m y c i n  ( t o  s e l e c t  f o r  t h e  T n ^ - l a b e l e d  
R - p r i m e  p l a s m i d ) .  T r a n s c o n j u g a n t s  a r o s e  a t  a  f r e q u e n c y  o f  1  
X  1 0 - 6 ,  S i n g l e - c o l o n y  i s o l a t e s  w e r e  a n a l y z e d  o n  E c k h a r d t  
g e l s  ( E c k h a r d t ,  1 9 7 8 )  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  p l a s m i d  D M A  w i t h  
t h e  s a m e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  a s  t h e  R - p r i m e  p l a s m i d  f r o m  
t h e  c o l i  p a r e n t .  U s u a l l y ,  w h e n  t h e  R - p r i m e  p l a s m i d  w a s  
t r a n s f e r r e d  f r o m  ^  c o l i  i n t o  ^  j a p o n i c u m ,  i t  r e p l a c e d  t h e  
a p p r o x i m a t e l y  1 0 0 - M d a l  s e g m e n t  o f  p R j a U S D A 1 9 1 c  p r e s e n t  i n  
s t r a i n  I A 4 7 .  T h i s  o c c u r r e d  s i n c e  b o t h  p l a s m i d s  p o s s e s s e d  t h e  
s a m e  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n ,  a n d  s e l e c t i o n  w a s  f o r  K m ^  w h i c h  
i s  o n  t h e  R - p r i m e  p l a s m i d .  F i g u r e  3  s h o w s  a  t y p i c a l  g e l  
s e p a r a t i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  w i t h  s t r a i n  I A 4 7  
1 1 0  
i n  l a n e  2 ,  t h e  c o l i  t r a n s c o n j u g a n t  h a r b o r i n g  t h e  R - p r i m e  
p l a s m i d  i n  l a n e  3 ,  a n d  t h e  R - p r i m e  p l a s m i d  a f t e r  t r a n s f e r  t o  
R .  j a p o n i c u m  I A 4 7  i n  l a n e  4 .  
T r a n s c o n j u g a n t s  o f  s t r a i n  I A 4 7  c o n t a i n i n g  e a c h  o f  t h e  1 1  
R - p r i m e  p l a s m i d s  f r o m  c o l  i  H B l O l  a n d  t h e  1 1  R - p r i m e  
p l a s m i d s  f r o m  ^  c o l i  A B 2 4 6 3  w e r e  i n o c u l a t e d  i n  t r i p l i c a t e  o n  
s o y b e a n  c v .  P e k i n g  a n d  o n  S i r a t r o  p l a n t s .  E i g h t  
t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  b o t h  s o y b e a n s  
a n d  S i r a t r o .  T o  c o n f i r m  t h a t  t h e  n o d u l e s  w e r e  c a u s e d  b y  t h e  
t r a n s c o n j u g a n t  s t r a i n s ,  n o d u l e s  w e r e  s u r f a c e - s t e r i l i z e d ,  a n d  
b a c t e r i a  f r o m  t h e  n o d u l e s  w e r e  s t r e a k e d  o n  s e l e c t i v e  p l a t e s ,  
p u r i f i e d  b y  s i n g l e - c o l o n y  i s o l a t i o n ,  a n d  a n a l y z e d  o n  E c k h a r d t  
g e l s  t o  e s t a b l i s h  t h a t  t h e  p r o p e r  p l a s m i d s  w e r e  p r e s e n t .  
T h e s e  b a c t e r i a  w e r e  t h e n  r e  i n o c u l a t e d  o n  s o y b e a n  p l a n t s .  
A . f t e r  t h e  t h i r d  p a s s a g e  t h r o u g h  t h e  p l a n t ,  b a c t e r i a  f r o m  t h e  
n o d u l e s  w e r e  i s o l a t e d ,  p u r i f i e d ,  a n d  e x a m i n e d  o n  E c k h a r d t  
g e l s .  T o t a l  D N A  w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e s e  s t r a i n s  a n d  f r o m  
s e v e r a l  N o d "  ^  j a p o n i c u m  t r a n s c o n j u g a n t  s t r a i n s  a n d  d i g e s t e d  
w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d i  1 1  ( F i g .  5 ) .  T h e  D N A  
i n  t h e  g e l s  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  m e m b r a n e s  a n d  h y b r i d i z e d  w i t h  
3 2 p - l a b e l e d  p I A 4 7  D N A ,  w h i c h  c o n t a i n s  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  
R .  m e l i l o t i  ( L o n g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  F i v e  o f  t h e  e i g h t  N o d " * "  
d e r i v a t i v e s  c o n t a i n e d  H i n d i  I I  f r a g m e n t s  o f  1 2 . 5  k b  a n d  5 . 8  
k b ,  w h i c h  h y b r i d i z e d  w i t h  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  ^  m e l i l o t i  
( F i g .  5 A ,  l a n e s  1 ,  3 ,  4 ,  5 ,  a n d  7 ) .  T w o  o f  t h e  e i g h t  N o d *  
F i g u r e  5 .  H y b r i d i z a t i o n  o f  ^ ^ P - l a b e l e d  n o d  a n d  n i  f  g e n e s  t o  t o t a l  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  a n d  f r o m  N o d *  a n d  N o d "  d e l e t i o n  m u t a n t s .  A :  
H y b r i d i z a t i o n  o f  ^ ^ P - p I A 8 7  t o  t o t a l  D N A .  L a n e  1 ,  ^  j a p o n i  c u m  
I A R 3 A M 1 0 ;  l a n e  2 ,  j a p o n i  c u m  I A R 3 T 5 A 2 ;  l a n e  3 ,  ^  j a p o n i  c u m  
I A 2 R 6 ;  l a n e  4 ,  ^  j a p o n i  c u m  I A H 3 Q 5 A 2 - ,  l a n e  5 ,  ^  j a p o n i  c u m  I A H 3 0 1 ;  
l a n e  6 ,  R ^  j a p o n i  c u m  I A H 3 K 4 A 2 ;  l a n e  7 ,  R ^  j a p o n i  c u m  I A H 3 Q 5 C ;  l a n e  8 ,  
R .  j a p o n i  c u m  U S  D A 1 9 1 ;  l a n e  9 ,  ^  j a p o n i  c u m  I A H 3 D 4 ;  l a n e  1 0 ,  R .  
j a p o n i  c u m  N o d "  d e l e t i o n  m u t a n t  w i t h  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d i  I I  n o d  f r a g m e n t ;  
l a n e  1 1 ,  R .  j a p o n i c u m  N o d "  d e l e t i o n  m u t a n t  w i t h  n o  n o d  f r a g m e n t s .  B :  
H y b r i d i z a t i o n  o f  ^ ^ P - p R m R 2  t o  t o t a l  D N A ;  t h e  l a n e  c o n t e n t s  a r e  t h e  
s a m e  a s  f o r  F i g u r e  5 A .  M o l e c u l a r  w e i g h t s  s h o w n  a r e  t h e  s i z e s  i n  k b  
w h i c h  h y b r i d i z e  w i t h  t h e  n o d  a n d  n i  f  p r o b e s .  
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d e r i v a t i v e s  c o n t a i n e d  H i n d i  I I  f r a g m e n t s  o f  1 5 . 5  k b ,  1 2 . 5  k b ,  
6 . 8  k b ,  a n d  5 . 2  k b  ( F i g .  5 A ,  l a n e s  2  a n d  6 )  t h a t  h y b r i d i z e d  
w i t h  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  ^  m e l i l o t i .  T h i s  i s  t h e  s a m e  
p a t t e r n  o b s e r v e d  i n  w i l d  t y p e  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  ( F i g .  5 A ,  
l a n e  8 )  a n d  i n  p l a s m i d  D N A  f r o m  ^  j a p o n i  c u m  L I S D A 1 9 1  ( F i g .  
4 B ,  l a n e  2 ) .  A n d  o n e  o f  t h e  e i g h t  N o d *  d e r i v a t i v e s  c o n t a i n e d  
H i n d l l l  f r a g m e n t s  o f  1 4 . 5  k b ,  1 2 . 5  k b ,  a n d  6 . 8  k b  ( F i g .  5 A ,  
l a n e  9 ) .  H o w e v e r ,  t h e  N o d "  ^  j a p o n i  c u m  s t r a i n s  e i t h e r  h a d  
n o  f r a g m e n t s  t h a t  h y b r i d i z e d  t o  t h e  n o d  p r o b e  ( p I A 8 7 )  ( F i g .  
5 A ,  l a n e  1 1 )  o r  c o n t a i n e d  o n l y  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d  1 1 1  n o d  
f r a g m e n t  ( F i g .  5 A ,  l a n e  1 0 ) .  P l a s m i d  D N A  w a s  a l s o  i s o l a t e d  
f r o m  s o m e  o f  t h e  N o d *  a n d  N o d "  s t r a i n s  a n d  h y b r i d i z e d  w i t h  
p I A 8 7  D N A .  T h e  s a m e  h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n s  w e r e  o b s e r v e d  a s  
f o r  t o t a l  D N A  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h e s e  r e s u l t s  t h u s  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e  6 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t  a l o n e ,  o r  t h e  6 . 8 - k b  a n d  
t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  w e r e  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l e  
f o r m a t i o n .  
T h e  D N A  i n  F i g .  5  w a s  a l s o  h y b r i d i z e d  w i t h  ^ ^ P - l a b e l e d  
p R m R 2  D N A  ( R u v k i n  a n d  A u s u b e l  ,  1 9 8 0 )  t o  d e t e r m i n e  t h e  n i f  
g e n e  h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n .  T h e  f i v e  N o d *  d e r i v a t i v e s  w i t h  
1 2 . 5 - k b  a n d  6 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  c o n t a i n e d  t h e  1 7 . 5 -
k b  n i  f  f r a g m e n t  ( F i g .  5 B ,  l a n e s  1 ,  3 ,  4 ,  5 ,  a n d  7 ) .  T h e  
o t h e r  t h r e e  N o d *  d e r i v a t i v e s  c o n t a i n e d  b o t h  H i n d l l l  n i  f  
f r a g m e n t s  a s  o b s e r v e d  i n  w i l d  t y p e  D N A  ( F i g .  5 B ,  l a n e s  2 ,  6 ,  
a n d  9 ) .  H o w e v e r ,  n o n e  o f  t h e  N o d *  d e r i v a t i v e s  r e d u c e d  
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a c e t y l e n e .  T h e  n o d u l e s  w e r e  w h i t e  a n d  a p p r o x i m a t e l y  o n e -
f o u r t h  t h e  s i z e  o f  n o r m a l ,  w i l d  t y p e  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  
n o d u l e s  ( F i g .  6 ) .  U l t r a s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  o f  t h e s e  m u t a n t s  
s u g g e s t s  a n  a l t e r e d  i n f e c t i o n  p a t t e r n  ( S .  S h a n t h a r a m ,  K . S .  
E n g w a l l ,  a n d  A .  A t h e r l y ,  m a n u s c r i p t  i n  p r e p a r a t i o n ) .  
U 1 t r a s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  o f  n o d u l e s  f o r m e d  b y  d e l e t i o n  m u t a n t s  
N o d u l e s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  s o y b e a n  c v .  P e k i n g  p l a n t s  4  
w e e k s  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  f i x e d ,  s t a i n e d ,  a n d  c u t  i n  s e c t i o n s  
f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  ( E M )  a n a l y s i s  ( E M  w o r k  b y  S .  
S h a n t h a r a m ) .  - T h e  e i g h t  d e l e t i o n  m u t a n t s  t h a t  f o r m e d  n o d u l e s  
o n  s o y b e a n  P e k i n g  p l a n t s  a n d  o n  S i r a t r o  p l a n t s  w e r e  g r o u p e d  
i n t o  t h r e e  d i f f e r e n t  c l a s s e s  f e a t u r i n g  d i f f e r e n t  p h e n o t y p e s .  
T h e s e  c l a s s e s  w e r e  ( 1 )  m u t a n t s  w h e r e  t h e  i n f e c t i o n  t h r e a d s  
c o n t a i n  b a c t e r i a  b u t  t h e s e  b a c t e r i a  a r e  n o t  r e l e a s e d  i n t o  t h e  
h o s t  c e l l ;  ( 2 )  m u t a n t s  w h e r e  t h e  i n v a d i n g  b a c t e r i a  a r e  
r e l e a s e d  i n t o  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  o f  t h e  r o o t  n o d u l e  
t i s s u e ;  a n d  ( 3 )  m u t a n t s  w h e r e  t h e  b a c t e r i a  a r e  n o t  s u r r o u n d e d  
b y  p e r i b a c t e r o i d  m e m b r a n e  a f t e r  t h e y  a r e  r e l e a s e d  i n t o  t h e  
h o s t  c e l l  ( T a b l e  1 ) .  D e l e t i o n  m u t a n t s  I A R 3 A M 1 0  a n d  I A 2 R 6  a r e  
i n  t h e  f i r s t  c l a s s  ( F i g .  7 ,  f r a m e  3 ) ,  m u t a n t  I A H 3 0 1  i s  i n  t h e  
s e c o n d  c l a s s  ( F i g .  7 ,  f r a m e  4 )  a n d  m u t a n t s  H 3 Q 5 C ,  I A H 3 Q 5 A ,  
I A R 3 T 5 A 2 ,  I A H 3 K 4 A 2  a n d  I A H 3 D 4  a r e  i n  t h e  t h i r d  c l a s s  ( F i g .  7 ,  
f r a m e  5 ) .  
F i g u r e  6 .  N o d u l e s  o n  s o y b e a n  c v .  S i r a t r o  p l a n t s  i n o c u l a t e d  
w i t h  R _ ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  a n d  j a p o n i c u m  N o d *  
d e r i v a t i v e s .  F r a m e  1 ,  N o d u l e s  f o r m e d  b y  R .  
j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ;  f r a m e  2 ,  n o d u l e s  f o r m e d  b y  R .  
j a p o n i c u m  I A H 3 K 4 A 2  ( c l a s s  3  m u t a n t s ) ;  f r a m e  3 ,  
n o d u l e s  f o r m e d  b y  ^  j a p o n i c u m  I A R 3 A M 1 0  ( c l a s s  1  
m u t a n t s ) ;  f r a m e  4 ,  _ R ^  j a p o n i c u m  I A H 3 0 1  ( c l a s s  2  
m u t a n t ) .  A r r o w s  p o i n t  t o  t y p i c a l  n o d u l e s .  
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F i g u r e  7 .  T r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  i n t e r n a l  c e l l s  
o f  n o d u l e s  i n d u c e d  b y  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  a n d  t h e  
d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  N o d +  d e l e t i o n  m u t a n t s .  F r a m e  
1 ,  u n i n f e c t e d  p l a n t  c e l l  w i t h  v a c u o l e s  ( v ) ,  
m i t o c h o n d r i a  ( m ) ,  a  n u c l e u s  ( n ) ,  a n d  p r o p l a s t i d s  
( p ) ;  f r a m e  2 ,  a  n o d u l e  c e l l  i n f e c t e d  w i t h  R .  
j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 .  T h e  a r r o w s  s h o w  t h e  
p e r i b a c t e r o i d  m e m b r a n e  s u r r o u n d i n g  t h e  b a c t e r o i d s .  
N o t e  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  p o l y h y d r o x y b u t y r a t e  ( p b )  
i n  t h e  b a c t e r o i d s .  F r a m e  3 ,  a  n o d u l e  c e l l  i n f e c t e d  
w i t h  a  c l a s s  1  d e l e t i o n  m u t a n t  w h e r e  t h e  b a c t e r i a  
a r e  n o t  r e l e a s e d  f r o m  t h e  i n f e c t i o n  t h r e a d  ( i t )  
i n t o  t h e  h o s t  c e l l ;  f r a m e  4 ,  a  n o d u l e  c e l l  i n f e c t e d  
w i t h  a  c l a s s  2  m u t a n t  w h e r e  t h e  b a c t e r i a  ( b )  a r e  
r e l e a s e d  i n t o  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  b e t w e e n  t h e  
c e l l  w a l l s  ( c w ) ;  f r a m e  5 ,  a  n o d u l e  c e l l  i n f e c t e d  
w i t h  a  c l a s s  3  m u t a n t  w h e r e  t h e  b a c t e r i a  ( b )  a r e  
r e l e a s e d  i n t o  t h e  h o s t  c e l l  b u t  a r e  n o t  s u r r o u n d e d  
b y  a  p e r i b a c t e r o i d  m e m b r a n e .  
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C o m p i  e r n e  n  t a t  i o n  o f  N o d z . s t r a i  n s  
N o n e  o f  t h e  R - p r i m e  p l a s m i d s  c o n t a i n e d  o n l y  t h e  5 . 8 - k b  
H i n d i  1 1  f r a g m e n t .  C o n s e q u e n t l y ,  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  5 . 8 - k b  
H i n d i  1 1  f r a g m e n t  a l o n e  w a s  s u f f i c i e n t  t o  i n d u c e  n o d u l a t i o n ,  a  
c o s m i d  c l o n e  b a n k  o f  p l a s m i d  D N A  f r o m  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  
w a s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  b r o a d  h o s t - r a n g e  v e c t o r  p V K l O Z  ( K n a u f  
a n d  N e s t e r ,  1 9 8 2 ) .  R e c o m b i n a n t  c o s m i d s  c a r r y i n g  n o d  
s e q u e n c e s  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  c o l o n y  h y b r i d i z a t i o n  ( G r u n s t e i n  
a n d  H o g n e s s ,  1 9 7 5 )  u s i n g  t h e  8 . 7 - k b  E c o R I  n o d  f r a g m e n t  a n d  
w e r e  i s o l a t e d  b y  s m a l l - s c a l e  p l a s m i d  i s o l a t i o n  ( H o l m e s  a n d  
Q u i g l e y ,  1 9 8 1 ) .  T h e  5 . 8 - k b  H i n d i  1 1  n o d  f r a g m e n t  w a s  
s u b c l o n e d  i n  p V K 1 0 2 ,  a n d  t h i s  p l a s m i d  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  
s e v e r a l  N o d "  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  c o n t a i n i n g  n o  n o d  f r a g m e n t s  
o r  t o  s t r a i n s  c o n t a i n i n g  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t  b y  
t r i  p a r e n t a l  m a t i n g s  u s i n g  E _ ^  c o l  i  s t r a i n  M M 2 9 4  c o n t a i n i n g  t h e  
m o b i l i z i n g  p l a s m i d  p R K 2 0 1 3  ( D i t t a  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  T o  v e r i f y  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p l a s m i d  i n  I A 4 7  N o d -  d e r i v a t i v e s ,  t h e  
t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  e x a m i n e d  o n  E c k h a r d t  g e l s  ( F i g .  8 ) .  
T h e s e  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  o n  s o y b e a n  c v .  P e k i n g  
p l a n t s .  A f t e r  a p p r o x i m a t e l y  1 0  d a y s ,  n o d u l e s  w e r e  s e e n  o n  
p l a n t s  i n o c u l a t e d  w i t h  s t r a i n s  c o n t a i n i n g  b o t h  t h e  6 . 8 - k b  a n d  
t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s .  N o  n o d u l e s  w e r e  o b s e r v e d  
w h e n  o n l y  t h e  6 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t  w a s  p r e s e n t .  
N o d u l e s  w e r e  s u r f a c e  s t e r i l i z e d  a n d  b a c t e r i a  f r o m  t h e  n o d u l e s  
i s o l a t e d ,  p u r i f i e d ,  a n d  e x a m i n e d  o n  E c k h a r d t  g e l s .  T o t a l  D N A  
F i g u r e  8 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m i d  D N A .  L a n e  1 ,  j a p o n i  c u m  I A 4 7 ;  
l a n e s  2 - 5 ,  ^  j a p o n i c u m  N o d "  d e l e t i o n  m u t a n t s  w i t h  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d i  I I  
n o d  f r a g m e n t  a n d  p R j a I A 6 8  w h i c h  w a s  a b l e  t o  r e s t o r e  t h e  N o d +  
p h e n o t y p e ;  l a n e  6 ,  c o l  i  H B l O l  w i t h  p R j a I A 6 8 .  
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w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e s e  s t r a i n s ,  d i g e s t e d  w i t h  H i n d i  I I  a n d  
h y b r i d i z e d  t o  3 2 p _ i a b e l e d  p I A 4 7 .  B o t h  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  
6 . 8 - k b  H i n d l l l  f r a g m e n t s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  N o d +  s t r a i n s .  
T h e s e  r e s u l t s  h a v e  d e t e r m i n e d  t h a t  b o t h  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  
6 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  f r o m  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  a r e  
n e c e s s a r y  f o r  n o d u l e  f o r m a t i o n .  ^  c o l  i  H B l O l  o r  A B 2 4 5 3  
t r a n s c o n j u g a n t s  c a r r y i n g  R - p r i m e s  w i t h  n o d  a n d  n i  f  r e g i o n s  
d i d  n o t  f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n s ,  i n d i c a t i n g  l a c k  o f  
e x p r e s s i o n  o f  n o d u l a t i o n  g e n e s  i n  ^  c o l i .  A .  t u m e f a c i e n s  
s t r a i n  L B A 2 8 8  c a r r y i n g  a n  R - p r i m e  p S y m l 9 1  w i t h  t h e  1 2 . 5 - k b  
a n d  6 . 8 - k b  H i n d l l l - f r a g m e n t s  f o r m e d  p s e u d o n o d u l e s  o n  
s o y b e a n s ,  b u t  b a c t e r i a  c o u l d  n o t  b e  r e i s o l a t e d  f r o m  t h e s e  
n o d u l e s .  
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D I S C U S S I O N  
R .  j  a  p  0 n  i  c  u  m  U S D A 1 9 1  p l a s m i d  p S y m l Q l  c o n t a i n s  f o u r  
H i n d i  I I  f r a g m e n t s  ( 1 5 . 5  k b ,  1 2 . 5  k b ,  6 . 8  k b ,  a n d  5 . 2  k b )  t h a t  
s h o w  s e q u e n c e  h o m o l o g y  w i t h  a n  8 . 7 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  
c o n t a i n i n g  e a r l y  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  ^  m e l i l o t i  ( L o n g  e t  
a l . ,  1 9 8 2 )  ( F i g .  4 B ,  l a n e  2 ) .  M a s t e r s o n  e t  a l .  ( J .  
B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s )  h y b r i d i z e d  t h e  3 . 5 - k b  E c o R I  s u b c l o n e  o f  
t h e  8 . 7 - k b  n o d  f r a g m e n t  f r o m  ^  m e l i l o t i  t o  E c o R I  d i g e s t s  o f  
R .  j a p o n i c u m  p l a s m i d  D N A  f r o m  t h r e e  s t r a i n s :  U S D A 1 9 1 ,  
U S D A 1 9 3 ,  a n d  L I S D A 2 0 1 .  T h e y  a l l  h a d  i d e n t i c a l  h y b r i d i z a t i o n  
p a t t e r n s ,  w i t h  E c o R I  f r a g m e n t s  o f  1 1 . 2  k b ,  5 . 3  k b  a n d  2 . 8  k b  
s h o w i n g  n o d  s e q u e n c e  h o m o l o g y .  I n  c o m p a r i n g  t h e  H i n d i  1 1  a n d  
E c o R I  f r a g m e n t s ,  t h e  5 . 2 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t  i s  w i t h i n  t h e  
1 1 . 3 - k b  E c o R I  f r a g m e n t ,  t h e  6 . 8 - k b  H i n d l l l  f r a g m e n t  c o n t a i n s  
t h e  2 . 8 - k b  E c o R I  f r a g m e n t ,  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d l l l  f r a g m e n t  
c o n t a i n s  t h e  5 . 3 - k b  E c o R I  f r a g m e n t ,  a n d  t h e  1 4 . 5 - k b  H i n d l l l  
f r a g m e n t  c o n t a i n s  t h e  4 . 2 - k b  E c o R I  f r a g m e n t .  
O u r  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  n o d u l a t i o n  a n d  
n i t r o g e n - - f i x a t i o n  D N A  s e q u e n c e s  i n  f a s t - g r o w i n g  R _ ^  j a p o n i c u m  
s t r a i n s  a r e  p r e s e n t  i n  m o r e  t h a n  o n e  c o p y  ( P r a k a s h  a n d  
A t h e r l y ,  1 9 8 4 ) .  T o  d e t e r m i n e  w h i c h  f r a g m e n t s  c o n t a i n  
f u n c t i o n a l  n o d u l a t i o n  g e n e s ,  w e  c r e a t e d  a  s e r i e s  o f  R - p r i m e s  
i n  ^  c o l i  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  s i z e d  f r a g m e n t s  o f  p S y m l 9 1 .  
B e c a u s e  p S y m l 9 1  c a n n o t  r e p l i c a t e  i n  E .  c o l i ,  a  c o i n t e g r a t e  
s t r u c t u r e  w a s  f o r m e d  w i t h  p R L 1 8 0 ,  a n  R P l  d e r i v a t i v e .  E .  c o l i  
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s t r a i n s  c o n t a i n i n g  R - p r i m e  p l a s m i d s  w i t h  n o d u l a t i o n  f r a g m e n t s  
c o u l d  n o t  f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n s  o r  S i r a t r o ,  s u g g e s t i n g  
t h a t  g e n e s  f o r  n o d u l a t i o n  a r e  n o t  e x p r e s s e d  i n  ^  c o 1 i .  T h i s  
w a s  n o t  u n e x p e c t e d  s i n c e  B a n f a l v i  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  d i d  n o t  s e e  
n o d u l e s  o n  M e d i c a g o  p l a n t s  w h e n  i n o c u l a t e d  w i t h  ^  c o l i  
c o n t a i n i n g  n o d  n  i  f  R - p r i m e s  f r o m  ^  m e l i l o t i .  H o w e v e r ,  
H i r s c h  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  h a v e  r e p o r t e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  
p s e u d o n o d u l e s  o n  M e d i c a g o  w h e n  i n o c u l a t e d  w i t h  c o l i  
c o n t a i n i n g  p R m S L 2 6  ( L o n g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  
T o  d e t e r m i n e  w h i c h  D N A  f r a g m e n t s  w e r e  r e s p o n s i b l e  f o r  
n o d u l a t i o n ,  a  s u i t a b l e  N o d -  r e c i p i e n t  w a s  n e e d e d  t o  r e c e i v e  
t h e  R - p r i m e  d e r i v a t i v e s .  A  N o d "  N i f "  m u t a n t  o f  U S D A 1 9 1  w a s  
o b t a i n e d  b y  e l i m i n a t i n g  p l a s m i d  D N A  c o n t a i n i n g  t h e s e  r e g i o n s .  
T h e  e n t i r e  p R j a U S D A 1 9 1 c  p l a s m i d  w a s  n o t  e l i m i n a t e d  a f t e r  h e a t  
t r e a t m e n t ;  h o w e v e r ,  a l l  f r a g m e n t s  t h a t  h y b r i d i z e d  t o  t h e  8 . 7 -
k b  E c o R I  R .  m e l i l o t i  n o d  s e q u e n c e s ,  a  5 . 2 - k b  H i n d i  1 1  R .  
j a p o n i c u m  n o d  s e q u e n c e ,  o r  t o  n i  f  D H  s e q u e n c e s  w e r e  
e l i m i n a t e d  ( F i g .  4 B  a n d  4 C ) .  T h i s  m u t a n t  c o u l d  n o t  f o r m  
n o d u l e s  o n  s o y b e a n  o r  S i r a t r o  p l a n t s .  W h e n  t h e  R - p r i m e  
p l a s m i d s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  t h i s  N o d "  N i f -  m u t a n t ,  t h e  
c o i n t e g r a t e  s t r u c t u r e  w a s  r e s o l v e d ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  p l a s m i d  
p r o f i l e  s e e n  i n  F i g .  3 ,  l a n e  4 ;  a  p l a s m i d  b a n d  m i g r a t e d  a t  
t h e  s a m e  d i s t a n c e  a s  p R L 1 8 0 ,  a n d  t h e  i n c o m i n g  r e p l i  c o n  
r e p l a c e d  t h e  r e s i d e n t  d e l e t e d  p S y m l 9 1  p l a s m i d  b e c a u s e  w e  w e r e  
s e l e c t i n g  f o r  t h e  k a n a m y c i n  m a r k e r  o n  t h e  R - p r i m e .  S i n c e  
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b o t h  p l a s t n i d s  h a v e  t h e  s a m e  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  a n d  t h e  
c o i n t e g r a t e  s t r u c t u r e  i s  r e s o l v e d ,  t h e  p l a s m i d  w i t h  T n 5  w a s  
r e t a i n e d .  I t  i s  p o s s i b l e  f o r  T n ^  t o  t r a n s p o s e  t o  t h e  
r e s i d e n t  p l a s m i d  o r  t o  t h e  c h r o m o s o m e ;  h o w e v e r ,  t h e  T n ^  w a s  
s h o w n  t o  b e  o n  t h e  p l a s m i d  o f  a l l  t r a n s c o n j u g a n t s  b y  
h y b r i d i z a t i o n  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  a n d  t h e  f r e q u e n c y  o f  T n ^  
t r a n s p o s i t i o n  t o  p l a s m i d  D N A  i s  l e s s  t h a n  2 . 0 %  ( u n p u b l i s h e d  
r e s u l t s ) .  W e  c a n n o t  r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  R - p r i m e  a n d  t h e  r e s i d e n t  p l a s m i d  
o c c u r r e d .  T r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  e x a m i n e d  o n  E c k h a r d t  g e l s  
( 1 9 7 8 ) ,  a n d  o n l y  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  t h a t  h a d  p l a s m i d  b a n d s  
t h a t  m i g r a t e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  d i s t a n c e  ( m i n u s  4 5  k b  
f o r  p R L l S O )  a s  t h e  d o n o r  w e r e  s e l e c t e d  f o r  i n o c u l a t i o n  o n  
p l a n t s .  
E i g h t  o f  2 2  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  
b o t h  s o y b e a n s  a n d  S i r a t r o .  T h e s e  n o d u l e s  w e r e  a p p r o x i m a t e l y  
o n e - f o u r t h  t h e  s i z e  o f  n o r m a l  w i l d  t y p e  U S D A 1 9 1  n o d u l e s  a n d  
d i d  n o t  r e d u c e  a c e t y l e n e .  R e s t o r a t i o n  o f  t h e  N o d " * "  p h e n o t y p e  
i n d i c a t e d  t h a t  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  c o n t a i n e d  f u n c t i o n a l  n o d  
g e n e s  t h a t  c o u l d  c o m p l e m e n t  t h e  N o d "  m u t a n t .  H y b r i d i z a t i o n  
r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  a l l  N o d +  t r a n s c o n j u g a n t s  c o n t a i n e d  t h e  
1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  5 . 8 - k b  H i n d i  I I  f r a g m e n t s .  T h e  1 5 . 5 - k b  a n d  
t h e  5 . 2 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t s  w e r e  n o t  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l e  
f o r m a t i o n :  h o w e v e r ,  t h e  5 . 2 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t  c o n t a i n s  D N A  
s e q u e n c e s  t h a t  h y b r i d i z e  t o  t h e  r o o t - h a i r  c u r l i n g  g e n e s  f r o m  
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B .  j a p o n i c u m  ( S u t t o n  e t  a l . ,  1 9 8 4 )  ( R a m a k r i s h n a n  e t  a l . ,  
u n p u b l i s h e d  r e s u l t s .  D e p t .  o f  G e n e t i c s ,  I o w a  S t a t e  U n i v . ) .  
S i n c e  t w o  o f  o u r  e i g h t  N o d +  d e r i v a t i v e s  c o n t a i n e d  t h e  5 . 2 - k b  
H i n d i  I I  f r a g m e n t ,  w e  s u b c l o n e d  i t  i n t o  p V K 1 0 2  a n d  h y b r i d i z e d  
i t  t o  t h e  e i g h t  N o d +  d e r i v a t i v e s .  T h e  5 . 2 - k b  H i n d i  1 1  
f r a g m e n t  h y b r i d i z e d  t o  i t s e l f  i n  t h e  t w o  N o d +  d e r i v a t i v e s ,  
b u t  n o t  t o  a n y  o t h e r  s e q u e n c e s  p r e s e n t  i n  t h e  o t h e r  N o d *  
d e r i v a t i v e s .  T h e s e  d a t a  p r o v e  t h a t  t h e  5 . 2 - k b  H i n d i  1 1  
f r a g m e n t  ( o r  t h e  1 1 . 3 - k b  E c o R I  f r a g m e n t )  i s  n o t  n e c e s s a r y  f o r  
n o d u l a t i o n .  T h e  N o d "  t r a n s c o n j u g a n t s  e i t h e r  h a d  n o  f r a g m e n t s  
t h a t  h y b r i d i z e d  t o  t h e  8 . 7 - k b  E c o R I  R .  m e l i l o t i  n o d  p r o b e  o r  
c o n t a i n e d  o n l y  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t .  T h e s e  d a t a  a r e  
i n  c o n t r a s t  t o  t h a t  f o u n d  f o r  U S D A 1 9 3  a n d  L I S D A 2 0 1 ,  v e r y  
c l o s e l y  r e l a t e d  s t r a i n s .  O l s o n  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  o b s e r v e d  t h a t  
l o s s  o f  t h e  1 1 . 3 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  r e s u l t e d  i n  a  N o d "  
p h e n o t y p e  i n  s t r a i n  U S D A 2 0 1  a n d  P r a k a s h ,  e t  a l .  ( u n p u b l i s h e d '  
r e s u l t s .  D e p t .  o f  G e n e t i c s ,  I o w a  S t a t e  U n i v . )  f o u n d  t h a t  
c l o n e s  o f  s t r a i n  U S D A 1 9 3  c o n t a i n i n g  t h e  2 . 8 - k b  E c o R I  a n d  t h e  
5 . 2 - k b  H i n d i  I I  f r a g m e n t s  e n a b l e d  A q r o b a c t e r i  u r n  t u m e  f a c i  e n s  t o  
f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n  p l a n t s .  P e r h a p s  t h i s  d i f f e r e n c e  i s  
r e l a t e d  t o  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  U S D A 1 9 1  w i l l  e f f e c t i v e l y  
m o d u l a t e  N .  A m e r i c a n  s o y b e a n  c u l t i v a r s ,  w h e r e a s  U S D A 1 9 3  a n d  
U S D A 2 0 1  w i l l  n o t .  
T o  f u r t h e r  p r o v e  t h a t  o n l y  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  6 . 8 - k b  
H i n d i  1 1  f r a g m e n t s  w e r e  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l a t i o n ,  w e  
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c o n s t r u c t e d  a  c o s m i d  c l o n e  b a n k  o f  p l a s m i d  D N A  f r o m  R .  
j a p e  n i  c u m  U S D A 1 9 1  i n  t h e  b r o a d  h o s t - r a n g e  v e c t o r  p V K 1 0 2  
( K n a u f  a n d  N e s t e r ,  1 9 8 2 ) .  I n s e r t s  o f  2 2 - 2 7  k b  w e r e  o b t a i n e d .  
T h e  f o u r  H i n d l l l  f r a g m e n t s  h o m o l o g o u s  t o  ^  m e l i l o t i  n o d  D N A  
w e r e  o n  s e p a r a t e  c l o n e s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  s e q u e n c e s  w e r e  
n o t  l i n k e d .  C o s m i d s  c o n t a i n i n g  t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t  
w e r e  c o n j u g a t e d  w i t h  s e v e r a l  N o d -  t r a n s c o n j u g a n t s  t o  
e l i m i n a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  s o m e  n o d u l a t i o n  f u n c t i o n  n o t  
d e t e c t e d  b y  h y b r i d i z a t i o n  t o  n o d  D N A  w a s  r e q u i r e d .  
T r a n s c o n j u g a n t s  c o n t a i n i n g  o n l y  t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t  
w e r e  n o t  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s ,  b u t  t r a n s c o n j u g a n t s  c o n t a i n i n g  
t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  I I  f r a g m e n t s  f o r m e d  n o d u l e s ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  b o t h  f r a g m e n t s  a r e  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l e  
f o r m a t i o n .  
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S E C T I O N  I V .  C O S M I D  C L O N E  B A N K  C O N S T R U C T I O N  A N D  
N O D  F R A G M E N T  T R A N S F E R  T O  O T H E R  B A C T E R I A  
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I N T R O D U C T I O N  
I n  ^  m e l i l o t i ,  R .  1  e g u t n i  n o s a r u m  a n d  ^  t r i  f o l  i  i ,  s m a l l  
r e g i o n s  o f  D N A  h a v e  b e e n  c l o n e d  t h a t  c a n  r e s t o r e  n o r m a l  
n o d u l a t i o n  a c t i v i t y  t o  N o d "  m u t a n t  s t r a i n s .  I n  ^  m e l i l o t i  
s t r a i n  4 1 ,  t h e  N o d  r e g i o n  i s  w i t h i n  a n  8 . 7 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  
( L o n g  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  o r  a n  8 . 5 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  ( K o n d o r o s i  e t  
a l . ,  1 9 8 3  ) ;  t h e  n o d  r e g i o n  i s  w i t h i n  2 5  k b  o f  D N A  t o  t h e  n  i  f  
g e n e s  a n d  t h u s  i s  c l o s e l y  l i n k e d .  I n  ^  1 e g u m i n o s a r u m  s t r a i n  
6 0 1 5 ,  t h e  n o d u l a t i o n  g e n e s  a r e  p r e s e n t  o n  a  1 0 - k b  E c o R I  
f r a g m e n t  ( D o w n i e  e t  a l . ,  1 9 8 3 b )  a n d  a  4 5 - k b  r e g i o n  o f  D N A  h a s  
b e e n  s h o w n  t o  c a r r y  t w o  c l u s t e r s  o f  n i  t r o g e n - . f i  x i  n g  g e n e s  
s e p a r a t e d  b y  a  c l u s t e r  o f  n o d u l a t i o n  g e n e s  ( D o w n i e  e t  a l . ,  
1 9 8 3 b ) .  ^  t r i  f o l i i  h o s t  s p e c i f i c  n o d u l a t i o n  g e n e s  a r e  
e n c o d e d  o n  a  1 4 - k b  D N A  f r a g m e n t  ( S c h o f i e l d  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  
B e c a u s e  o f  t h e  s m a l l  a r e a  o f  D N A  t h a t  c a n  i n d u c e  n o d u l e  
f o r m a t i o n  ( 3 - 1 4  k b )  i n  s e v e r a l  s t r a i n s  o f  f a s t - g r o w e r s ,  i t  
h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e r e  a r e  a  l i m i t e d  n u m b e r  o f  g e n e s  
i n v o l v e d  i n  s y m b i o s i s  ( S c h o f i e l d  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  H o w e v e r ,  i n  
s e v e r a l  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  
t h a t  n o d u l a t i o n  a n d  n i t r o g e n - f i x a t i o n  s e q u e n c e s  a r e  
r e i t e r a t e d  ( P r a k a s h  a n d  A t h e r l y ,  1 9 8 4 ) .  A l s o ,  i n  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 3 ,  t h e  n o d u l a t i o n  a n d  n i t r o g e n  
f i x a t i o n  r e g i o n s  a r e  d i s p e r s e d  o v e r  a  l a r g e  a r e a  ( > - 2 0 0  k b )  o f  
t h e  p l a s m i d  ( M a s t e r s o n ,  P h . D .  d i s s e r t a t i o n ,  1 9 8 4 ) .  
R .  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  i s  t h e  o n l y  f a s t - g r o w i n g  
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s t r a i n  d e s c r i b e d  b y  K e y s e r  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  t h a t  i s  a b l e  t o  
n o d u l a t e  a n d  e f f e c t i v e l y  f i x  n i t r o g e n  o n  s e v e r a l  N o r t h  
A m e r i c a n  c u l t i v a r s  ( H a t t o r i  a n d  J o h n s o n ,  1 9 8 4 ;  H e r o n  a n d  
P u e p p k e ,  1 9 8 4 ;  J a n s e n  v a n  R e n s b u r g  e t  a l . ,  1 9 8 3  ;  S  t o w e r s  a n d  
E a g l e s h a m ,  1 9 8 4 ;  Y e l t o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  D u T e a u  a n d  A t h e r l y ,  
u n p u b l i s h e d  r e s u l t s .  D e p t .  o f  G e n e t i c s ,  I o w a  S t a t e  U n i v . ) .  
H o w e v e r ,  w h e n  p l a s m i d  D N A  f r o m  s e v e r a l  f a s t - g r o w i n g  R .  
j a p o n i  c u m  s t r a i n s ,  i n c l u d i n g  U S D A 1 9 1 ,  w a s  h y b r i d i z e d  w i t h  
n o d u l a t i o n  s e q u e n c e s  f r o m  R _ j _  m e l i l o t i  ,  t h e  s a m e  h y b r i d i z a t i o n  
p a t t e r n  w a s  s e e n  ( M a s t e r s o n  e t  a l . ,  J .  B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) .  
R .  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  h a s  f o u r  H i n d i  1 1  f r a g m e n t s  
t h a t  h y b r i d i z e  w i t h  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  m e l i l o t i  ;  1 4 . 5  
k b ,  1 2 . 5  k b ,  6 . 8  k b ,  a n d  5 . 2  k b .  W e  h a v e  d e t e r m i n e d  t h a t  
o n l y  t w o  o f  t h e s e  f r a g m e n t s  a r e  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l e  
f o r m a t i o n ;  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t s  a r e  
s u f f i c i e n t  f o r  n o d u l a t i o n  ( S e c t i o n  I I I ) .  T o  d e t e r m i n e  t h e  
p o s i t i o n  o f  e a c h  o f  t h e s e  f r a g m e n t s  w i t h  r e s p e c t  t o  e a c h  
o t h e r ,  a  c o s m i d  c l o n e  b a n k  o f  t o t a l  D N A  f r o m  ^  j a p o n i c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 1  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  b r o a d - h o s t - r a n g e  v e c t o r  
p S U P l o e .  p S U P l O e  i s  9 . 9  k b  a n d  w a s  c o n s t r u c t e d  b y  c l o n i n g  
t h e  r e p l i c a t i o n  a n d  m o b i l i z a t i o n  f u n c t i o n s  o f  p K T 2 1 0  i n t o  
p A C Y C 1 8 4  a n d  b y  i n s e r t i n g  t h e  l a m b d a - c o s  s i t e  f r o m  p l a s m i d  
M U A - 1 0  i n t o  t h e  s i n g l e  p A C Y C 1 8 4  P s t I  s i t e  ( S i m o n  e t  a l . ,  
1 9 8 3 ) .  T h i s  c o s m i d  w a s  c h o s e n  b e c a u s e  f r a g m e n t s  r a n g i n g  f r o m  
3 6 - 4 5  k b  c o u l d  b e  p a c k a g e d  a n d  l a r g e  r e g i o n s  o f  l i n k e d  D N A  
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c o u l d  b e  d e t e r m i n e d .  U n f o r t u n a t e l y ,  c l o n e d  f r a g m e n t s  i n  
p S U P l O e  w e r e  u n s t a b l e  a n d  d e m o n s t r a t e d  r e a r r a n g e m e n t s .  
C o n s e q u e n t l y ,  p l a s m i d  D N A  w a s  t h e n  c l o n e d  i n  t h e  b r o a d  h o s t  
r a n g e  c o s m i d  p V K 1 0 2  ( K n a u f  a n d  N e s t e r ,  1 9 8 2 ) .  p V K l O Z  i s  2 3  
k b  i n  s i z e  a n d  f r a g m e n t s  r a n g i n g  f r o m  2 0 - 3 0  k b  c a n  b e  
p a c k a g e d  w i t h  t h i s  v e c t o r .  C l o n e d  f r a g m e n t s  w e r e  s t a b l e  i n  
p V K 1 0 2 ;  h o w e v e r ,  t h e  l i n k a g e  d a t a  w e r e  c o n f u s i n g  b e c a u s e  o f  
t h e  i n c l u s i o n  o f  m a n y  s m a l l  f r a g m e n t s  l e s s  t h a n  3 . 0  k b  i n  t h e  
c l o n e s .  F i n a l l y ,  c o n s t r u c t i o n  o f  a  c l o n e  b a n k  o f  t o t a l  D N A  
s e p a r a t e d  i n t o  s i z e  c a t e g o r i e s  o n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t  r e s u l t e d  
i n  t h e  p r o p e r  f r a g m e n t s  c l o n e d  i n  t h e  v e c t o r  p V K 1 0 2 .  
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
B a c t e r i a l  s t r a i n s ,  m e d i a ,  a n d  p i a s m i d s  
R h i z o b i u m  a n d  A g r o b a c t e r i u m  s t r a i n s  w e r e  g r o w n  i n  T Y  
m e d i u m  ( B e r i n g e r ,  1 9 7 4 ;  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I ) .  ^  c o l i  
s t r a i n s  w e r e  g r o w n  i n  L B  m e d i u m  ( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I ) .  E .  
c o l  i  H B l O l  u s e d  i n  t r a n s d u c t i o n  a s s a y s  w a s  g r o w n  i n  L B  m e d i u m  
p l u s  0 . 4 %  m a l t o s e .  F o r  m a t i n g s ,  a p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  l o g  p h a s e  
c e l l s  o f  d o n o r s  a n d  r e c i p i e n t s  w e r e  r e m o v e d ,  w a s h e d  o n c e  w i t h  
5  m l  s t e r i l e  w a t e r ,  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  u l  s t e r i l e  w a t e r ,  a n d  
p i p e t t e d  o n t o  0 . 4 5  u r n  n i t r o c e l l u l o s e  T y p e  H A  M i l l i p o r e  
f i l t e r s .  F o r  c o n j u g a t i o n s  i n v o l v i n g  t h e  t r a n s f e r  o f  p V K 1 0 2  
r e c o m b i n a n t s ,  t r i  p a r e n t a l  m a t i n g s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  E .  
c o l i  s t r a i n  M M 2 9 4  c o n t a i n i n g  t h e  h e l p e r  p l a s m i d  p R K 2 0 1 3  
( D i t t a  e t  a l .  1 9 8 0 ) .  T h e  f i l t e r s  w e r e  i n c u b a t e d  o n  T Y  a g a r  
a t  2 8  C  f o r  2 4 - 4 8  h r .  A f t e r  c o n j u g a t i o n ,  t h e  c e l l s  w e r e  
r e s u s p e n d e d  i n  5  m l  T Y  l i q u i d  a n d  p l a t e d  o n  a p p r o p r i a t e  
s e l e c t i v e  m e d i a .  F o r  c o n j u g a t i o n s  w i t h  ^  c o l i  a n d  R h i z o b i u m  
o r  A q r o b a c t e r i u m  s t r a i n s ,  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  s e l e c t e d  o n  
p l a t e s  c o n t a i n i n g  2 0 0  u g / m l  r i f a m p i c i n  a n d  1 5  u g / m l  
t e t r a c y c l i n e .  T r a n s f e r  f r e q u e n c i e s  w e r e  c a l c u l a t e d  p e r  
r e c i p i e n t  c e l l  p l a t e d .  T r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  p u r i f i e d  t h r e e  
t i m e s  b y  s i n g l e - c o l o n y  i s o l a t i o n .  F o r  a  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  
s t r a i n s  a n d  p l a s m i d s  u s e d ,  s e e  T a b l e  1 .  
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D N A  i s o l a t i o n s  a n d  d i g e s t i o n s ,  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ,  a n d  
1 i g a t i o n  c o n d i t i o n s  
P l a s m i d  D N A  f r o m  R _ ^  j a p o n i c u m  a n d  c o l  i  s t r a i n s  w a s  
i s o l a t e d  b y  t h e  H i r s c h  p r o c e d u r e  ( H i r s c h  e t  a l . ,  1 9 8 0 )  a s  
d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I .  T o t a l  D N A  w a s  i s o l a t e d  
f r o m  ^  j a p o n i c u m  L I S D A 1 9 1  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I .  C o s m i d  
c l o n e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  c o l i  b y  a  s m a l l - s c a l e  p l a s m i d  
i s o l a t i o n  t e c h n i q u e  a n d  t h i s  p r o c e d u r e  w a s  d e s c r i b e d  i n  
d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I .  
A  c o s m i d  c l o n e  b a n k  c o n t a i n i n g  p l a s m i d  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  c o s m i d  
c l o n i n g  v e c t o r  p V K 1 0 2  ( K n a u f  a n d  N e s t e r ,  1 9 8 2 ) ,  a  2 3  k b ,  
b r o a d  h o s t  r a n g e  c l o n i n g  v e c t o r .  p V K 1 0 2  c o n t a i n s  a  s i n g l e  
H i n d u  I  r e s t r i c t i o n  s i t e  w i t h i n  t h e  k a n a m y c  i n  r e s i s t a n c e  
g e n e .  F o r  c l o n i n g ,  p l a s m i d  D N A  w a s  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  
t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d l l l .  F o r  t h i s  r e a c t i o n ,  5  
u g  o f  U S D A 1 9 1  p l a s m i d  D N A  w a s  d i s p e n s e d  i n  1 0  t u b e s ,  e a c h  
r e c e i v i n g  0 . 5  u g  o f  D N A .  T h e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  H i n d l l l  w a s  
a d d e d  t o  n i n e  o f  t h e  t u b e s  a t  t h e  f o l l o w i n g  c o n c e n t r a t i o n s ;  
1 0  U ,  7 . 5  U ,  6  U ,  5  U ,  4  U ,  3  U ,  2  U ,  1  U ,  a n d  0 . 5  U .  T h e  
t e n t h  t u b e  r e c e i v e d  n o  e n z y m e  a n d  w a s  t h e  u n d i g e s t e d  c o n t r o l .  
T h e  d i g e s t i o n  m i x t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  1  h r .  
T h e  d i g e s t e d  D N A  w a s  l o a d e d  o n  a  0 . 4 % ,  2 m m  t h i c k  a g a r o s e  
( S e a k e m )  g e l ,  a n d  s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  a t  3  V / c m  f o r  
1 5  h r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  l o w  a g a r o s e  c o n c e n t r a t i o n  
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a l l o w e d  m a x i m u m  s e p a r a t i o n  o f  t h e  D N A  s a m p l e s .  T h e  e n z y m e  
c o n c e n t r a t i o n  t h a t  g a v e  t h e  g r e a t e s t  a m o u n t  o f  r e s t r i c t e d  D N A  
i n  t h e  2 0 - 3 0  k b  r e g i o n  w a s  s u b s e q u e n t l y  u s e d  f o r  p l a s m i d  
d i g e s t i o n .  
T h e  c o s m i d  v e c t o r  p V K 1 0 2  w a s  d i g e s t e d  t o  c o m p l e t i o n  w i t h  
t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d l l l  f o r  2  h r  a t  3 7  C .  T h i s  
r e a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  b y  r e m o v i n g  a n  a l i q u o t  a f t e r  2  h r  a n d  
c h e c k i n g  t h e  e x t e n t  o f  d i g e s t i o n  o n  a  m i n i g e l  ( t h e  m i n i g e l  
t e c h n i q u e  i s  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  I I ) .  I n s e r t i o n  o f  
D N A  i n t o  t h e  H i n d i  I I  s i t e  r e n d e r s  t h e  p l a s m i d  s e n s i t i v e  t o  
k a n a m y c i n .  p V K 1 0 2  a l s o  c o n t a i n s  a  t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n c e  
m a r k e r  s o  t h a t  c e l l s  c o n t a i n i n g  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  c a n  b e  
s e l e c t e d  o n  m e d i a  c o n t a i n i n g  t e t r a c y c l i n e  a n d  c h e c k e d  f o r  
i n s e r t i o n s  b y  k a n a m y c i n  s e n s i t i v i t y .  
P a r t i a l l y  d i g e s t e d  p l a s m i d  D N A  a n d  c o m p l e t e l y  d i g e s t e d  
v e c t o r  D N A  w e r e  m i x e d  t o g e t h e r  a t  a  3 : 1  i n s e r t : v e c t o r  r a t i o  
a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 3  u g / u l  .  B e f o r e  t h e  l i g a t i o n  
r e a c t i o n ,  t h e  m i x t u r e  w a s  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  t o  r e m o v e  a n y  
t r a c e s  o f  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  9  u 1  T M  
b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  a n d  1 0  m M  M g C l 2 ) -  A  1  u l  
a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  a t  t h i s  t i m e  a n d  k e p t  a t  4  C  u n t i l  t h e  
l i g a t i o n  r e a c t i o n  w a s  c o m p l e t e .  O n e  u l  l O X  l i g a t i o n  b u f f e r  
( 5 6 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 5 ,  6 6  m M  M g C l 2  a n d  1 0 0  m M  
d i t h i o t h r e i t o i  ) ,  1  u l  0 . 1  M  A T P  ( p H  7 . 0 ) ,  a n d  1 0  U  l i g a s e  
( N e w  E n g l a n d  B i o l a b s )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  l i g a t i o n  m i x t u r e  
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w h i c h  w a s  i n c u b a t e d  a t  1 4  C  o v e r n i g h t .  T h e  f o l l o w i n g  
m o r n i n g ,  a  1  u l  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  l i g a t i o n  m i x t u r e  
a n d  a p p l i e d  t o  a  m i n i g e l .  T h e  u n l i g a t e d  s a m p l e .  H i  n d l 1 1  
d i g e s t e d  l a m b d a  D N A ,  a n d  u n d i g e s t e d  l a m b d a  D N A  w e r e  i n c l u d e d  
o n  t h e  g e l  a s  c o n t r o l s  a n d  t h e  e x t e n t  o f  l i g a t i o n  w a s  
d e t e r m i  n e d .  
A  c o s m i d  c l o n e  b a n k  c o n t a i n i n g  t o t a l  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w a s  a l s o  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  c l o n i n g  
v e c t o r  p V K 1 0 2 .  T h e  v e c t o r  D N A  w a s  p r e p a r e d  e x a c t l y  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e ,  a n d  t h e  i n s e r t  D N A  w a s  p r e p a r e d  b y  p a r t i a l l y  
d i g e s t i n g  t o t a l  D N A  f r o m  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  w i t h  t h e  
r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d i  I I .  T o t a l  D N A  w a s  d i s p e n s e d  
i n t o  1 0  E p p e n d o r f  t u b e s ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5  u g / t u b e .  
T h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d l l l  w a s  a d d e d  t o  e a c h  o f  9  
t u b e s  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 0  U ,  8  U ,  6  U ,  5  U ,  4  U ,  3  U ,  2  
U ,  1  U ,  a n d  0 . 5  U  p e r  u g  D N A .  N o  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  w a s  
a d d e d  t o  t h e  l a s t  t u b e  a n d  t h i s  D N A  w a s  t h e  u n d i g e s t e d  
c o n t r o l .  M e d i u m  s a l t  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  b u f f e r  w a s  
a d d e d  t o  e a c h  t u b e  a n d  t h e  D N A  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  1  
h r .  T h e  D N A  w a s  a d d e d  t o  a  2  m m ,  0 . 4 %  a g a r o s e  ( S e a K e m )  g e l  
a n d  s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  f o r  1 5  h r  t o  d e t e r m i n e  t h e  
e x t e n t  o f  d i g e s t i o n .  T h e  H i n d i  I I  c o n c e n t r a t i o n  t h a t  p r o d u c e d  
f r a g m e n t s  o f  2 0 - 3 0  k b  w a s  u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  t o t a l  D N A  
d i g e s t i o n s .  
T o t a l  D N A  f r o m  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  
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o f  1 5 0  u g  w a s  d i g e s t e d  w i t h  5  U / u g  H i n d l l l  f o r  1  h r  a t  3 7  C .  
T h e  d i g e s t i o n  r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  b y  h e a t i n g  t h e  s a m p l e  
a t  6 5  C  f o r  1 0  m i n .  A n  a l i q u o t  o f  t h e  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  
s a m p l e  w a s  r e m o v e d  a n d  a n a l y z e d  o n  a  m i n i  g e l  ( p r o c e d u r e  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I )  t o  d e t e r m i n e  t h e  e x t e n t  o f  
d i g e s t i o n .  T h e  D N A  w a s  g e n t l y  p l a c e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  a  
s u c r o s e  g r a d i e n t  ( 1 0 - 4 0 % )  f o r m e d  i n  a  g r a d i e n t  f o r m e r  i n  4  m l  
p o l y p r o p y l e n e  t u b e s .  E a c h  t u b e  r e c e i v e d  a p p r o x i m a t e l y  5 0  u g  
D M A .  T h e  D M A  w a s  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  a  S W - 3 9  
r o t o r  a t  2 2 , 0 0 0  r p m  f o r  2 0  h r  i n  a  B e c k m a n  L - 2  
u l t r a c e n t r i f u g e .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  ,  f r a c t i o n s  o f  2 5 0  u 1  
w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  g r a d i e n t .  A  1 0  u 1  a l i q u o t  w a s  
r e m o v e d  a n d  a d d e d  t o  a  2  m m ,  0 . 4 %  a g a r o s e  ( S e a K e m )  g e l  a n d  
s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  f o r  1 5  h r .  T h e  D N A  s a m p l e  f r o m  
t h e  s u c r o s e  g r a d i e n t  c o n t a i n i n g  f r a g m e n t s  o f  2 0 - 3 0  k b  i n  s i z e  
w a s  d i a l y z e d  a g a i n s t  T E  ( 1 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  1  m M  E D T A )  
t o  r e m o v e  t h e  s u c r o s e ,  c o n c e n t r a t e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n ,  
a n d  r e s u s p e n d e d  i n  T M  b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  1 0  m M  
M g C l 2 )  .  
P a r t i a l l y  d i g e s t e d  t o t a l  D N A  f r o m  ^  j a p o n i  c u m  U S D A 1 9 1  
w a s  m i x e d  w i t h  c o m p l e t e l y  d i g e s t e d  p V K 1 0 2  v e c t o r  a t  a n  
i n s e r t  :  v e c t o r  r a t i o  o f  3 : 1  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 3  
u g / u l  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  9  u l  T E  b u f f e r .  A  1  u l  a l i q u o t  o f  
t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  r e m o v e d  a n d  s t o r e d  a t  4  C .  O n e  u l  
l O X  l i g a s e  b u f f e r  ( 6 6 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 5 ,  6 6  m M  M g C l 2 ,  a n d  
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1 0 0  m M  d i t h i o t h r e i t o i  ) ,  1  u 1  A T P  ( p H  7 . 0 ) ,  a n d  1 0  U  l i g a s e  
w e r e  a d d e d  t o  t h e  l i g a t i o n  m i x t u r e ,  g e n t l y  m i x e d ,  a n d  
i n c u b a t e d  a t  1 4  C  o v e r n i g h t .  T h e  f o l l o w i n g  m o r n i n g ,  a  1  u l  
s a m p l e  o f  t h e  l i g a t i o n  m i x t u r e  w a s  r e m o v e d  a n d  a d d e d  t o  a  
m i  n i  g e l  t o  d e t e r m i n e  t h e  e x t e n t  o f  l i g a t i o n .  T h e  u n i i g a t e d  
s a m p l e ,  l a m b d a  D N A  d i g e s t e d  w i t h  H i n d l l l ,  a n d  u n d i g e s t e d  
l a m b d a  D N A  w e r e  i n c l u d e d  a s  s i z e  c o n t r o l s .  
A n o t h e r  c o s m i d  c l o n e  b a n k  c o n t a i n i n g  t o t a l  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  c l o n i n g  v e c t o r  
p S U P 1 0 6  ( S i m o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  w h i c h  i s  9 . 9  k b  i n  s i z e  a n d  w a s  
c o n s t r u c t e d  b y  c l o n i n g  t h e  r e p l i c a t i o n  a n d  m o b i l i z a t i o n  
f u n c t i o n s  o f  p K T Z l O  i n t o  p A C Y C 1 8 4  a n d  b y  i n s e r t i n g  t h e  
l a m b d a - c o s  s i t e  f r o m  p l a s m i d  M U A - 1 0  i n t o  t h e  s i n g l e  p A C Y C 1 8 4  
P s t I  s i t e  ( S i m o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  p S L ) P 1 0 6  c o n t a i n s  t h e  
a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  m a r k e r s  t e t r a c y c l i n e  a n d  
c h l o r a m p h e n i c o l  w i t h  a  s i n g l e  E c o R I  r e s t r i c t i o n  s i t e  w i t h i n  
t h e  c h l o r a m p h e n i c o l  m a r k e r .  p S U P l O S  w a s  c o m p l e t e l y  d i g e s t e d  
w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  E c o R I  .  T o t a l  D N A  f r o m  R .  
j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  w a s  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  E c o R I  u s i n g  t h e  
s a m e  p r o c e d u r e  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  t h e  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e  H i n d i  I I .  O n e  h u n d r e d  f i f t y  u g  o f  p a r t i a l l y  c u t  
t o t a l  D N A  w e r e  s e p a r a t e d  o n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t  a n d  2 5 0  u g  
f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  f r o m  e a c h  t u b e .  T h e  f r a c t i o n s  w e r e  
a n a l y z e d  o n  a  2  m m ,  0 . 4 %  a g a r o s e  g e l  ( S e a K e m )  t o  i d e n t i f y  t h e  
f r a c t i o n s  t h a t  c o n t a i n e d  3 6 - 4 5  k b  s i z e d  D N A  f r a g m e n t s .  T h e s e  
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f r a c t i o n s  w e r e  d i a l z y e d  a g a i n s t  T E  b u f f e r  a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  
e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n .  P a r t i a l l y  d i g e s t e d  t o t a l  D N A  a n d  
c o m p l e t e l y  d i g e s t e d  p S U P 1 0 6  D N A  w e r e  m i x e d  a t  a n  
i n s e r t : v e c t o r  r a t i o  o f  3 : 1  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 3  
u g / u l  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  9  u l .  O n e  u l  o f  t h e  m i x t u r e  w a s  
r e m o v e d  a n d  p l a c e d  a t  4  C .  T h e  r e s t  o f  t h e  l i g a t i o n  m i x t u r e  
w a s  m i x e d  w i t h  1  u l  l O X  l i g a s e  b u f f e r  ( 5 6 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  
7 . 5 ,  5 6  m M  M g C l 2 ,  a n d  1 0 0  m M  d i t h i o t h r e i t o l ) ,  1  u l  0 . 1  M  A T P  
( p H  7 . 0 ) ,  a n d  1 0  U  l i g a s e  ( N e w  E n g l a n d  B i o l a b s )  a n d  i n c u b a t e d  
a t  1 4  C  o v e r n i g h t .  T h e  n e x t  m o r n i n g ,  a  1  u l  s a m p l e  w a s  
r e m o v e d  a n d  a d d e d  t o  a  m i  n i  g e l  t o  m e a s u r e  t h e  e x t e n t  o f  
l i g a t i o n .  T h e  u n l i g a t e d  c o n t r o l ,  l a m b d a  D N A  d i g e s t e d  w i t h  
H i n d l l l ,  a n d  u n d i g e s t e d  l a m b d a  w e r e  i n c l u d e d  a s  s i z e  
s t a n d a r d s  .  
C o s m i d  c 1 o n i  n g  
T h e  l i g a t e d  s a m p l e s  w e r e  p a c k a g e d  j _ n  v i t r o  b y  t h e  m e t h o d  
o f  E n q u i s t  a n d  S t e r n b e r g  ( 1 9 7 9 )  w i t h  m o d i f i c a t i o n s  b y  D a v i d  
M o r r i s ,  I o w a  S t a t e  U n i v .  T h e  j j i  v i t r o  p a c k a g i n g  m i x t u r e  w a s  
p r e p a r e d  b y  s e l e c t i n g  s i n g l e  c o l o n i e s  o f  s t r a i n s  N S 4 2 8  a n d  
N S 4 3 3 ,  a n d  t e s t i n g  t h e s e  c o l o n i e s  f o r  l y s o g e n y .  A t  l e a s t  4  
c o l o n i e s  f r o m  e a c h  s t r a i n  w e r e  e a c h  i n o c u l a t e d  o n  t w o  
s e p a r a t e  p l a t e s ;  o n e  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  a t  4 2  C  a n d  t h e  
o t h e r  a t  3 0  C .  C o l o n i e s  w h i c h  g r e w  a t  3 0  C  b u t  n o t  a t  4 2  C  
w e r e  u s e d  t o  m a k e  t h e  p a c k a g i n g  m i x t u r e .  O n e  a n d  o n e - h a l f  m l  
1 3 9  
o f  N S 4 2 8  f r o m  a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  w a s  a d d e d  t o  1 5 0  m l  L B  
b r o t h .  S i m i l a r l y ,  7 . 5  m l  o f  a n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  o f  N S 4 3 3  
w a s  a d d e d  t o  7 5 0  m l  L B  b r o t h .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  
3 0  C  w i t h  v i g o r o u s  s h a k i n g  u n t i l  t h e y  r e a c h e d  a n  0 . D . 6 3 0  o f  
0 . 2 .  T h e  f l a s k s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  6 5  C  w a t e r  b a t h  a n d  
t h e  l y s o g e n s  w e r e  i n d u c e d  b y  r a i s i n g  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  
c u l t u r e  t o  4 5  C .  T h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  9 0  m i  n  a t  3 9  C  
w i t h  v i g o r o u s  s h a k i n g .  A f t e r  t h e  9 0  m i n  i n c u b a t i o n ,  c e l l s  
w e r e  t e s t e d  f o r  i n d u c t i o n  b y  r e m o v i n g  1  m l  o f  c e l l s  t o  w h i c h  
a  f e w  d r o p s  o f  c h l o r o f o r m  w e r e  a d d e d .  I n d u c e d  b a c t e r i a  l y s e d  
w i t h i n  5  m i n .  T h e  f l a s k s  w e r e  i m m e d i a t e l y  c o o l e d  o n  i c e  a n d  
w e r e  k e p t  o n  i c e  f o r  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  
E x t r a c t  A  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  1 5 0  m l  o f  N S 4 3 3  a n d  1 5 0  
m l  o f  M S 4 2 8  a n d  p e l l e t i n g  t h e  c e l l s  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  1 0  
m i n  i n  a  S o r v a l l  L - 2  c e n t r i f u g e  a t  8 0 0 0  r p m .  T h e  s u p e r n a t a n t  
w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 6  m l  b u f f e r  A  ( 2 0  
m M  T r i s - H C l ,  p H  8 . 0 ,  1  m M  E D T A ,  3  m M  M g C l 2  a n d  5  m M  
m e r c a p t o e t h a n o l ) .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  4  
m l  t u b e  ( F a l c o n )  a n d  s o n i c a t e d  7 - 8  t i m e s  u s i n g  2  s e c  b u r s t s .  
T h e  t i p  o f  t h e  s o n i c a t o r  ( H e a t  S y s t e m s - U l t r a s o n i c s ,  I n c . )  w a s  
s t e r i l i z e d  w i t h  e t h a n o l  a n d  t h e  s a m p l e  w a s  a l l o w e d  t o  c o o l  
b e t w e e n  e a c h  2  s e c  b u r s t  o f  s o n i f i c a t i o n .  T h e  s u s p e n s i o n  w a s  
s o n i c a t e d  u n t i l  t h e  v i s c o s i t y  j u s t  d i s a p p e a r e d .  T h e  
s o n i c a t e d  s u s p e n s i o n  w a s  m i x e d  w i t h  0 . 1 5  m l  g l y c e r o l  a n d  5 0  
u l  a l i q u o t s  w e r e  d i s p e n s e d  i n  0 . 5  m l  t u b e s  ( E p p e n d o r f )  w i t h  
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h o l e s  p u n c h e d  i n  t h e  l i d s .  T h e  t u b e s  w e r e  i m m e d i a t e l y  
i m m e r s e d  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  s t o r e d  a t  - 7 0  C .  
E x t r a c t  B  w a s  p r e p a r e d  b y  c e n t r i f u g i n g  t h e  r e m a i n d e r  o f  
t h e  N S 4 3 3  c u l t u r e  ( 6 0 0  m l )  a t  8 0 0 0  r p m  f o r  1 0  m i n .  T h e  
p e l l e t  w a s  t h o r o u g h l y  d r a i n e d ,  r e s u s p e n d e d  i n  1 . 2  m l  T r i s -
s u c r o s e  ( 5 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 4 ,  1 0 %  s u c r o s e ) ,  a n d  8 0  u 1  
a l i q u o t s  w e r e  d i s t r i b u t e d  t o  1 . 5  m l  t u b e s  ( E p p e n d o r f )  w i t h  
h o l e s  p u n c h e d  i n  t h e  l i d s .  T h e  t u b e s  w e r e  i m m e d i a t e l y  
i m m e r s e d  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  f o r  3 0  s e c  a n d  t h e n  p l a c e d  i n  
w a t e r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  u n t i l  t h e y  t h a w e d .  T h e  t u b e s  w e r e  
q u i c k l y  i m m e r s e d  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  a g a i n ,  t h e n  r a p i d l y  
t h a w e d  i n  w a t e r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  F o u r  u l  o f  l y s o z y m e  
s o l u t i o n  ( 1  m g / m l  l y s o z y m e  i n  0 . 2 5  M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 4 )  w e r e  
a d d e d  t o  e a c h  t u b e ,  m i x e d  i n t o . t h e  l y s e d  c e l l  s u s p e n s i o n  w i t h  
a n  E p p e n d o r f  p i p e t t e  t i p ,  a n d  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  3 0  m i n .  
I n  a  s e p a r a t e  t u b e ,  0 . 6 2 5  m l  g l y c e r o l  a n d  0 . 2  m l  b u f f e r  B  ( 6  
m M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 4 ,  1 5  m M  A T P ,  1 6  m M  M g C l Z '  6 0  m M  
s p e r m i d i n e - H C l  ,  3 0  m M  M e r c a p t o e t h a n o 1 ,  a n d  1 0 0  m M  p u t r e s c i n e )  
w e r e  m i x e d  t o g e t h e r  o n  i c e .  A f t e r  t h e  3 0  m i n  i n c u b a t i o n  
p e r i o d ,  3 3  u l  o f  t h i s  s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  o f  t h e  
l y s a t e s  o n  i c e  a n d  m i x e d  w i t h  a n  E p p e n d o r f  p i p e t t e  t i p .  T h e  
t u b e s  w e r e  i m m e r s e d  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  s t o r e d  a t  - 7 0  C .  
T h e  l i g a t e d  s a m p l e s  w e r e  p a c k a g e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  
f o l l o w i n g  r e a c t i o n ;  3 0  u l  b u f f e r  A ,  2  u l  b u f f e r  B ,  2 0  u l  
e x t r a c t  A ,  a n d  5  u l  l i g a t e d  D N A  ( 1 0  u g / m l )  w e r e  m i x e d  a n d  
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i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 5  m i n .  T h e  e n t i r e  m i x t u r e  
w a s  a d d e d  t o  a  f r e s h l y  t h a w e d  t u b e  o f  e x t r a c t  B ,  t h o r o u g h l y  
s t i r r e d ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  6 0  m i n .  A f t e r  t h e  6 0  m i n  
i n c u b a t i o n ,  1 5 0  u  1  o f  D N A s e  s o l u t i o n  ( 1 0 0  m  M  N a C l ,  1 0  m  M  
M g S O ^ ,  5 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 4 ,  a n d  1  m g / m l  D N A s e )  w e r e  a d d e d  
a n d  t h e  m i x t u r e  i n c u b a t e d  1 5  m i n  a t  3 7  C .  A f t e r  t h e  
u n p a c k a g e d  D N A  h a d  b e e n  d i g e s t e d ,  1 0 0  u l  o f  c h l o r o f o r m  w e r e  
a d d e d  a n d  t h e  t u b e  p l a c e d  i n  a n  E p p e n d o r f  c e n t r i f u g e  a n d  s p u n  
f o r  5  m i n .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  p l a c e d  i n  a  s t e r i l e  1 . 5  m l  
E p p e n d o r f  t u b e  a n d  s t o r e d  a t  4  C .  
A n  o v e r n i g h t  c u l t u r e  o f  ^  c o l i  H B l O l  w a s  d i l u t e d  1 : 5 0  
i n  1 0 0  m l  f r e s h  L B  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 4 %  m a l t o s e  a n d  
i n c u b a t e d  a t  3 7  C  w i t h  s h a k i n g  u n t i l  t h e  c e l l s  r e a c h e d  l a t e  
l o g  g r o w t h .  T h e  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  1 0  
m i n  a t  5 0 0 0  r p m  i n  a  G L C - 1  c e n t r i f u g e  ( S o r v a l l ) .  T h e  
b a c t e r i a l  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 1  v o l u m e  1 0  m M  M g C l 2 .  
5 0  u l  o f  b a c t e r i o p h a g e  w a s  a d d e d  t o  0 . 2  m l  c e l l s  a n d  
i n c u b a t e d  f o r  2 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  a l l o w  
b a c t e r i o p h a g e  t o  a d s o r b  t o  t h e  b a c t e r i a .  O n e  m l  L B  l i q u i d  
w a s  a d d e d  t o  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  1  
h r  t o  a l l o w  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  g e n e s  o n  
t h e  c o s m i d .  T h r e e  m l  o f  0 . 8 %  N o b l e  a g a r  ( D i f c o )  w e r e  a d d e d  
t o  t h e  c e l l s  s u s p e n s i o n  a n d  i m m e d i a t e l y  p o u r e d  o n  L B  a g a r  
p l a t e s  c o n t a i n i n g  1 5  u g / m l  t e t r a c y c l i n e .  T e t r a c y c l i n e  
r e s i s t a n t  c o l o n i e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  L B  p l a t e s  c o n t a i n i n g  
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5 0  u g / m l  k a n a m y c i n  t o  i d e n t i f y  c o s m i d s  w i t h  i n s e r t s .  
C o l o n y  h y b r i d i z a t i o n s  
C o l o n i e s  c o n t a i n i n g  T c " "  a n d  K m  s  p l a s m i d s  w e r e  s p o t t e d  o n  
d u p l i c a t e  p l a t e s  o f  L B  a g a r  c o n t a i n i n g  1 5  u g / m l  t e t r a c y c l i n e .  
G e n e s c r e e n  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r )  m e m b r a n e s  w e r e  c u t  i n  a  1 5  
c m  d i a m e t e r  c i r c l e ,  s t e r i l i z e d ,  a n d  c a r e f u l l y  p l a c e d  o n  o n e  
o f  t h e  d u p l i c a t e  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  r e c o m b i n a n t  b a c t e r i a .  
A n  o r i e n t a t i o n  m a r k  w a s  p l a c e d  o n  t h e  f i l t e r  a n d  o n  t h e  
d u p l i c a t e  P e t r i  p l a t e .  B o t h  s e t s  o f  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  
o v e r n i g h t  a t  3 7  C .  A f t e r  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d ,  t h e  
G e n e S c r e e n  m e m b r a n e  w a s  l i f t e d  o f f  o f  t h e  p l a t e  a n d  p l a c e d  
c o l o n y - s i d e - u p  o n  a  p i e c e  o f  W h a t m a n n  3 M M  f i l t e r  p a p e r  
s a t u r a t e d  w i t h  1 0 %  S  O S  f o r  2  m i n .  T h e  m e m b r a n e  w a s  g e n t l y  
l i f t e d  o f f  o f  t h e  S O S  s a t u r a t e d  p a p e r ,  a n d  e x c e s s  l i q u i d  
r e m o v e d  f r o m  t h e  b o t t o m  s i d e  o f  t h e  m e m b r a n e  b y  c a r e f u l l y  
w i p i n g  t h e  m e m b r a n e  a l o n g  t h e  e d g e  o f  a  g l a s s  b a k i n g  d i s h .  
T h i s  s t e p  w a s  r e p e a t e d  a f t e r  e a c h  s u c c e s s i v e  t r a n s f e r  t o  
d i f f e r e n t  s o l u t i o n s .  T h e  m e m b r a n e  w a s  n e x t  p l a c e d  o n  a  p i e c e  
o f  f i l t e r  p a p e r  s a t u r a t e d  w i t h  d e n a t u r a t i o n  s o l u t i o n  ( 0 . 5  M  
N a O H ,  1 . 5  M  N a C l )  f o r  5  m i n .  T h e  m e m b r a n e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  
a  p i e c e  o f  f i l t e r  p a p e r  s a t u r a t e d  w i t h  r e n a t u r a t i o n  s o l u t i o n  
( 0 . 5  M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 0 ,  1 . 5  M  N a C l )  f o r  5  m i n .  T h e  m e m b r a n e  
w a s  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  a  p i e c e  o f  f i l t e r  p a p e r  s a t u r a t e d  
w i t h  2  X  S S C  ( 0 . 3  M  N a C l  a n d  0 . 0 3  M  s o d i u m  c i t r a t e )  f o r  5  
m i n .  T h e  m e m b r a n e  w a s  t h e n  a l l o w e d  t o  d r y  a t  r o o m  
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t e m p e r a t u r e  a n d  b a k e d  a t  8 0  C  f o r  2  h r .  T h e  c o l o n y  f i l t e r s  
w e r e  s t o r e d  i n  S e a l - a - M e a l  b a g s  ( S e a r s )  u n t i l  r e a d y  t o  u s e .  
F i l t e r s  w e r e  p r e h y b r i d i z e d  b y  a d d i n g  4  m l  
p r e h y b r i d i z a t i o n  s o l u t i o n  { 0 . 2 %  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ,  0 . 2 %  
p o l y v i n y l - p y r r o l i d o  n e  ( M W  4 0 , 0 0 0 ) ,  0 . 2 %  f i c o l l  ( M W  4 0 0 , 0 0 0 ) ,  
3  X  S S C ,  0 . 1 %  S O S ,  3 5 %  d e i o n i z e d  f o r m a m i d e ,  a n d  1 0 0  u g / m l  
d e n a t u r e d  s a l m o n  s p e r m  D N A )  t o  a  b a g  c o n t a i n i n g  4  f i l t e r s  a n d  
i n c u b a t e d  a t  3 7  C  w i t h  s h a k i n g  f o r  a t  l e a s t  8  h r .  
R a d i o a c t i v e  p r o b e  D N A  ( a p p r o x i m a t e l y  1 0  n g / m l  a t  a  s p e c i f i c  
a c t i v i t y  o f  1 0 7  c p m / u g )  w a s  a d d e d  t o  1  m l  o f  p r e h y b r i d i z a t i o n  
s o l u t i o n  w h i c h  w a s  a d d e d  t o  t h e  p r e h y b r i d i z e d  f i l t e r s .  T h e  
h y b r i d i z a t i o n  r e a c t i o n  p r o c e e d e d  f o r  1 6  h r  a t  3 7  C  w i t h  
s h a k i n g .  T h e  f i l t e r s  w e r e  t h e n  w a s h e d  3  s u c c e s s i v e  t i m e s  
w i t h  a  w a s h  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  S D S  a n d  0 . 1 %  s o d i u m  
p y r o p h o s p h a t e  i n  3  X  S S C  a t  6 5  C  f o r  4 0  m i  n  p e r  w a s h .  A f t e r  
t h e  f i n a l  w a s h ,  t h e  f i l t e r s  w e r e  r e m o v e d  a n d  e x p o s e d  t o  f i l m  
( K o d a k  X - O m a t  A R )  o v e r n i g h t  w i t h  a n  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n  
( C r o n e x  L i g h t n i n g - P l u s ,  D u P o n t  C o . ) .  
I s o l a t i o n  o f  n o d  a n d  n i f  f r a g m e n t s  
P r o b e  D N A  t h a t  w a s  u s e d  f o r  t h e  h y b r i z a t i o n  r e a c t i o n  w a s  
a  8 . 7  k b  n o d  f r a g m e n t  f r o m  ^  m e l i l o t i  t h a t  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
c o n t a i n  t h e  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  a l f a l f a  
p l a n t s  ( L o n g  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  a n d  a  6 . 9 - k b  E c o R I  n i  f  f r a g m e n t  
f r o m  K l e b s i e l l a  p n e u m o n i a  c o n t a i n i n g  t h e  s t r u c t u r a l  n i f  K D H  
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g e n e s  ( C a n n o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  T h e  8 . 7  k b  n o d  f r a g m e n t  w a s  
s u b c l o n e d  i n  t h e  p l a s m  i d  v e c t o r  p A C Y C 1 8 4  ( d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  
i n  S e c t i o n  I I I ) .  S i n c e  s e q u e n c e s  i n  t h e  p l a s m i d  p A C Y C 1 8 4  
( t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n c e  g e n e s )  h y b r i d i z e  s t r o n g l y  w i t h  t h e  
c o s m i d  v e c t o r  p V K 1 0 2 ,  f r a g m e n t s  c o n t a i n i n g  n o d  o r  n  i  f  g e n e s  
w e r e  i s o l a t e d  f r o m  l o w  m e l t i n g  t e m p e r a t u r e  g e l s  a n d  p u r i f i e d  
b e f o r e  t h e  n i c k  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n  t o  e l i m i n a t e  t h e  v e c t o r  
s e q u e n c e s .  
O n e  u g  o f  p I A 8 7  o r  p R M R 2  w a s  d i g e s t e d  t o  c o m p l e t i o n  w i t h  
t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  E c o R I  a t  3 7  C  f o r  2  h r .  T h e  D N A  
w a s  l o a d e d  o n  a  0 . 5 %  l o w  m e l t i n g  t e m p e r a t u r e  a g a r o s e  g e l  
( S e a P l a q u e )  a n d  s e p a r a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  f o r  1 5  h r  a t  2  
V / c m .  W h e n  t h e  g e l  w a s  l o a d e d ,  0 . 2  u g  o f  D N A  w a s  l o a d e d  i n  a  
w e l l  a d j a c e n t  t o  H i n d i  1 1  d i g e s t e d  l a m b d a  D N A ,  t w o  w e l l s  w e r e  
s k i p p e d  a n d  t h e  r e s t  o f  t h e  D N A  l o a d e d  i n  t h e  n e x t  w e l l .  
A - f t e r  t h e  D N A  h a d  b e e n  s e p a r a t e d ,  t h e  p o r t i o n  o f  t h e  g e l  
c o n t a i n i n g  t h e  l a m b d a  s t a n d a r d  a n d  0 . 2  u g  o f  p I A 8 7  o r  p R M R 2  
w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  r e s t  o f  t h e  g e l ,  s t a i n e d  i n  e t h i d i u m  
b r o m i d e  ( 1 0  u g / m l  )  f o r  2 0  m i n ,  a n d  e x a m i n e d  u n d e r  U V  l i g h t .  
A  p i c t u r e  o f  t h e  g e l  w a s  t a k e n  w i t h  a  r u l e r  n e x t  t o  t h e  p I A 8 7  
o r  p R M R 2  D N A  t o  d e t e r m i n e  t h e  e x a c t  d i s t a n c e  t h e  D N A  f r a g m e n t  
h a d  m i g r a t e d .  T h e  r u l e r  w a s  t h e n  p l a c e d  i n  t h e  s a m e  
o r i e n t a t i o n  n e x t  t o  t h e  w e l l  c o n t a i n i n g  t h e  p I A 8 7  o r  p R M R 2  
D N A  t h a t  h a d  n o t  b e e n  s u b m e r g e d  i n  e t h i d i u m  b r o m i d e .  A  5  X  
1 0  m m  s l i c e  o f  a g a r  t h a t  c o n t a i n e d  t h e  D N A  f r a g m e n t  w a s  
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r e m o v e d .  T h e  r e s t  o f  t h e  g e l  w a s  i m m e r s e d  i n  e t h i d i u m  
b r o m i d e  s o l u t i o n  t o  v e r i f y  t h a t  t h e  f r a g m e n t  h a d  b e e n  
e x c i s e d .  
T h e  s l i c e  o f  a g a r  c o n t a i n i n g  t h e  D N A  f r a g m e n t  w a s  a d d e d  
t o  a  5  m l  t u b e  ( F a l c o n )  c o n t a i n i n g  2  m l  l o w  s a l t  b u f f e r  ( 0 . 2  
M  N a C l ,  2 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 5 ,  1 . 0  m M  E D T A ) .  T h e  m i x t u r e  
w a s  h e a t e d  t o  8 0  C  t o  m e l t  t h e  a g a r o s e .  A n  E l u t i p - d  c o l u m n  
( S c h l e i c h e r  &  S c h u e l l )  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m a n u f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s .  T h e  c o l u m n  w a s  p r e w a s h e d  b y  
f o r c i n g  2  m l  o f  h i g h  s a l t  b u f f e r  ( 1 . 0  M  N a C l ,  2 0  m M  T r i s - H C l ,  
p H  7 . 5 ,  1 . 0  m M  E D T A )  t h r o u g h  t h e  m a t r i x .  T h e  c o l u m n  w a s  t h e n  
p r i m e d  b y  f o r c i n g  5  m l  l o w  s a l t  b u f f e r  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  t o  
w a s h  o u t  t h e  h i g h  s a l t  s o l u t i o n .  A  d i s p o s a b l e  f i l t e r  
( S c h l e i c h e r  &  S c h u e l l )  w a s  a t t a c h e d  t o  t h e  c o l u m n  t o  f i l t e r  
o u t  a n y  g e l  p a r t i c l e s .  T h e  l o w  s a l t  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  t h e  
D N A  f r a g m e n t  w a s  f o r c e d  t h r o u g h  t h e  f i l t e r  a n d  t h e  c o l u m n  
w h e r e  t h e  D N A  a b s o r b e d  t o  t h e  m a t r i x  o f  t h e  c o l u m n .  T h e  
f i l t e r  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  D N A  o n  t h e  c o l u m n  e l u t e d  w i t h  0 . 4  
m l  h i g h  s a l t  b u f f e r .  T h e  s a m p l e  w a s  c o l l e c t e d  i n  a  1 . 5  m l  
E p p e n d o r f  t u b e  a n d  2  v o l  9 5 %  e t h a n o l  w e r e  a d d e d  t o  
p r e c i p i t a t e  t h e  D N A .  T h e  D N A  p e l l e t  w a s  w a s h e d  w i t h  8 0 %  
e t h a n o l ,  d r i e d  u n d e r  v a c u u m ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1 0  u l  s t e r i l e  
T E  b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s ,  p H  8 . 0 ,  1  m M  E D T A ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t h e  f r a g m e n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a d d i n g  1  u l  t o  a  m i  n i  g e l .  
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S u b c l o n i n g  n o d  f r a g m e n t s  
T h e  1 2 . 5 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t ,  t h e  5 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  
f r a g m e n t ,  a n d  t h e  5 . 2 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t  w e r e  e a c h  
s u b c l o n e d  i n  p V K 1 0 2  t o  e l i m i n a t e  n o n - n o d  h y b r i d i z i n g  H i n d l l l  
f r a g m e n t s  t h a t  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  c o s m i d  c l o n e s .  T o  
s u b c l o n e  t h e s e  f r a g m e n t s ,  t h e  c o s m i d  c o n t a i n i n g  e i t h e r  t h e  
1 2 . 5 - k b ,  6 . 8 - k b ,  o r  t h e  5 . 2 - k b  f r a g m e n t  w a s  i s o l a t e d  b y  a  
s m a l l - s c a l e  p l a s m i d  i s o l a t i o n  t e c h n i q u e  ( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
I I ) .  P l a s m i d s  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e  H i n d l l l  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m e d i u m  s a l t s  b u f f e r  
( 5 0  m M  N a C l ,  1 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 5 ,  1 0  m M  M g C l 2 .  a n d  1  m M  
d i t h i o t h r e i t o i )  f o r  2  h r  a t  3 7  C .  T h e  d i g e s t i o n  r e a c t i o n  w a s  
c h e c k e d  o n  a  m i n i g e l  ( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I )  t o  v e r i f y  t h a t  
c o m p l e t e  d i g e s t i o n  h a d  o c c u r r e d .  T h e  d i g e s t e d  D N A  w a s  
p r e c i p i t a t e d  w i t h  e t h a n o l  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  9  u l  T E  b u f f e r .  
A  1  u l  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  t o  b e  u s e d  a s  t h e  u n i i g a t e d  
c o n t r o l .  O n e  u l  l O X  l i g a s e  b u f f e r  ( 6 6 0  m M  T r i s - H C l ,  p H  7 . 5 ,  
6 6  m M  M g C l 2 ,  a n d  1 0 0  m M  d i t h i o t h r e i t o i ) ,  1  u l  0 . 1  M  A T P  ( p H  
7 . 0 ) ,  a n d  1 0  U  l i g a s e  ( N e w  E n g l a n d  B i o l a b s )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  
D N A  s a m p l e  w h i c h  w a s  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  1 5  C .  T h e  
f o l l o w i n g  m o r n i n g ,  a  1  u l  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  
l i g a t e d  s a m p l e  a n d  a d d e d  t o  a  m i n i g e l  t o  d e t e r m i n e  t h e  e x t e n t  
o f  l i g a t i o n .  T h e  u n l i g a t e d  c o n t r o l ,  l a m b d a  D N A  d i g e s t e d  w i t h  
H i n d l l l ,  a n d  u n l i g a t e d  l a m b d a  w e r e  i n c l u d e d  a s  c o n t r o l s .  
A p p r o x i m a t e l y  5 0  n g  o f  l i g a t e d  D N A  w a s  a d d e d  t o  0 . 2  m l  
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c o m p e t e n t  E .  c o l i  H B l O l  c e l l s  ( d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  S e c t i o n  
I I ) .  T h e  t r a n s f o r m a t i o n  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  3 0  
m i n ,  h e a t - s h o c k e d  a t  4 2  C  f o r  2  m i n ,  a n d  i n c u b a t e d  a n  
a d d i t i o n a l  3 0  m i  n  o n  i c e .  O n e  m l  o f  L B  l i q u i d  w a s  a d d e d  t o  
t h e  c e l l s  w h i c h  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  1  h r  t o  a l l o w  
e x p r e s s i o n  o f  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  g e n e s  i n  t r a n s f o r m e d  
c e l l s .  T h e  t r a n s f o r m a t i o n  m i x t u r e  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  
1 0  m i n  i n  a  G L C - 1  c e n t r i f u g e  ( S o r v a l l ) ,  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 1  m l  
L B  m e d i a ,  p l a t e d  o n  L B  a g a r  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 5  u g / m l  
t e t r a c y c l i n e ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7  C  f o r  2 4  h r .  T e t r a c y c l i n e  
r e s i s t a n t  c o l o n i e s  w e r e  t e s t e d  f o r  i n s e r t s  b y  p l a t i n g  
i n d i v i d u a l  c o l o n i e s  o n  L B  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  5 0  u g / m l  
k a n a m y c i n .  C o l o n i e s  t h a t  w e r e  K m  s e n s i t i v e  w e r e  p u r i f i e d  a n d  
p l a s m i d  D N A  f r o m  t h e s e  b a c t e r i a  w a s  i s o l a t e d  b y  s m a l l - s c a l e  
p l a s m i d  i s o l a t i o n  ( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I )  a n d  d i g e s t e d  w i t h  
t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d l l l .  T r a n s f o r m a n t s  w i t h  
r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  o n l y  t h e  v e c t o r  p V K 1 0 2  a n d  
t h e  H i  n d l 1 1  n o d  f r a g m e n t  w e r e  i d e n t i f i e d  a n d  p l a s m i d  D N A  w a s  
i s o l a t e d  f r o m  t h e s e  s t r a i n s  b y  t h e  H i r s c h  p r o c e d u r e  
( d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  I I ) .  T h e  s a m e  t e c h n i q u e  w a s  u s e d  t o  
l i g a t e  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  5 . 8 - k b  o r  t h e  6 . 8 - k b  a n d  5 . 2 - k b  n o d  
f r a g m e n t s  t o g e t h e r  i n  t h e  v e c t o r  p V K 1 0 2  e x c e p t  t h a t  t h e  D N A  
t h a t  w a s  l i g a t e d  t o g e t h e r  w a s  i s o l a t e d  f r o m  a  c e s i u m  
c h l o r i d e - e t h i d i u m  b r o m i d e  u l t r a c e n t r i f u g e  g r a d i e n t  i n s t e a d  o f  
a  m i n i  p r e p  i s o l a t i o n .  
1 4 8  
M o d u l a t i o n  t e s t s  
G l y c i n e  m a x  c v .  P e k i n g  p l a n t s  w e r e  s t e r i l i z e d ,  
g e r m i n a t e d ,  i n o c u l a t e d ,  a n d  i n c u b a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
I I . .  T h r e e  r e p l i c a t e s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  e a c h  s t r a i n  t e s t e d .  
R o o t s  w e r e  e x a m i n e d  a n d  a s s a y e d  a f t e r  4  w e e k s '  g r o w t h .  
N o d u l e s  w e r e  s u r f a c e  s t e r i l i z e d  a n d  b a c t e r i a  w e r e  i s o l a t e d  
f r o m  t h e  n o d u l e s .  A n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e s  a n d  p l a s m  i d  
p r o f i l e s  o f  b a c t e r i a  i s o l a t e d  f r o m  n o d u l e s  w e r e  d e t e r m i n e d  t o  
c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i n o c u l a t e d  b a c t e r i a .  
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T a b l e  1 .  B a c t e r i a l  s t r a i n s  a n d  p l a s m i d s  
S t r a i n s  C h a r a c t e r i  s t i e s  S o u r c e  o r  R e f e r e n c e  
U S D A 1 9 1  w i l d  t y p e  
I A 4 7  N o d - N i f -
R .  1 e q u m i n o s a r u m  
D 1 5 1  N o d "  S y m - R m r  
R .  p h a s e o l i  
8 4 0 1  N o d - S y m "  R m r  
R .  t r i  f o l i i  
L P R 4 0 4 5  N o d "  S y m "  R m r  
A .  t u m e f a c i e n s  
L B A 2 8 8  
A 1 3 6  
C O  1  i  
H B l O l  
N S 4 3 3  
N S 4 2 8  
T i  p l a s m i d  c u r e d ,  R m ' "  
T i  p l a s m i d  c u r e d ,  R m i "  
p r o  l a c  Y  S m " "  r e c A "  
r ~  m "  
E a m 4  h Z  r e d S  c l t s 8 5 7  
S a m 7  
A a m l l  b 2  r e d S  c l t s 8 5 7  
S a m 7  
D o n  P h i l l i p s ,  U . C .  
a t  D a v i s ,  C A  
T h i s  w o r k  
L a m b  e t  a l . ,  1 9 8 2  
L a m b  e t  a l . ,  1 9 8 2  
H o o y k a a s  e t  a l . ,  
1 9 8 2 a  
W a t s o n  e t  a l . ,  
1 9 7 5  
B o y e r  a n d  R o u l l a r d -
D u s s o i x ,  1 9 6 9  
S t e r n b e r g  e t  a l . ,  
1 9 7 7  
S t e r n b e r g  e t  a l . ,  
1 9 7 7  
P l a s m i d s  
p V K 1 0 2  
p S U P l O e  
p S A S O  
p I A 8 7  
p R j I A 6 8  
p R j I A 5 2  
p R j I A 2 5  
p R j I A 6 2  
p R j I A 3 2  
C h a r a c t e r i s t i c s  
b r o a d  h o s t  r a n g e  c o s m i d  
S o u r c e  o r  R e f e r e n c e  
b r o a d  h o s t  r a n g e  c o s m i d  
K .  p n e u m o n i a  n i  f  K D H  g e n e s  
8 . 7 - k b  E c o R I  R .  m e l i l o t i  
n o d  f r a g m e n t  i n  p A C Y C 1 8 4  
6 . 8 - k b  H i n d l l l  R .  j a p o n i c u m  T h i s  w o r k  
n o d  f r a g m e n t  i n  p V K 1 0 2  
5 . 2 - k b  H i n d i  1 1  R .  j a p o n i c u m  T h i s  w o r k  
n o d  f r a g m e n t  i n  p V K 1 0 2  
1 2 . 5 - k b  H i n d i  1 1  R .  
K n a u f  a n d  N e s t e r ,  
1 9 8 0  
S i m o n  e t  a l . ,  1 9 8 3  
C a n n o n  e t  a l . ,  1 9 7  9  
T h i s  w o r k  
j a p o n i c u m  n o d  f r a g m e n t  
i n  p V K 1 0 2  
6 . 8 - k b  a n d  1 2 . 5 - k b  H i n d i  1 1  
n o d  f r a g m e n t s  i n  p V K 1 0 2  
6 . 8 - k b  a n d  5 . 2 - k b  H i n d l l l  
n o d  f r a g m e n t s  i n  p V K 1 0 2  
T h i s  w o r k  
T h i s  w o r k  
T h i s  w o r k  
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R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  
C l o n i n g  s t r a t e g y  
P r e v i o u s  r e s u l t s  h a v e  s h o w n  t h a t  n o d  a n d  n i  f  s e q u e n c e s  
a r e  n o t  c l o s e l y  l i n k e d  o n  t h e  S y t n  p l a s m i d  f r o m  j a p o n i c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 3  ( M a s t e r s o n ,  P h . D .  d i s s e r t a t i o n ,  1 9 8 4 ) .  S i n c e  
R .  j a p o n i  c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  h a s  t h e  s a m e  n o d  a n d  n i  f  
h y b r i d i z a t i o n  p a t t e r n  a s  s t r a i n  U S D A 1 9 3 ,  w e  w a n t e d  t o  
d e t e r m i n e  i f  t h e  n o d  a n d  n i  f  s e q u e n c e s  w e r e  a l s o  w i d e l y  
s e p a r a t e d  i n  t h i s  s t r a i n .  A n d ,  s i n c e  w e  h a d  p r e v i o u s l y  
d e t e r m i n e d  t h a t  n o t  a l l  n o d  f r a g m e n t s  w e r e  n e c e s s a r y  f o r  
n o d u l e  f o r m a t i o n ,  w e  w a n t e d  t o  i n d i v i d u a l l y  i s o l a t e  t h e  n o d  
H i n d i  I I  f r a g m e n t s .  T o  a c c o m p l i s h  t h e s e  g o a l s ,  a  c o s m i d  c l o n e  
b a n k  o f  D N A  f r o m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w a s  c o n s t r u c t e d .  S e v e r a l  
d i f f e r e n t  c o s m i d s  w e r e  t e s t e d  w i t h  b o t h  p l a s m i d  a n d  t o t a l  D N A  
f r o m  ^  j a p o n i  c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1 .  
S i m o n  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  d e s c r i b e d  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  a  
s m a l l ,  b r o a d  h o s t  r a n g e  c o s m i d  c l o n i n g  v e c t o r ,  p S U P 1 0 6 .  
p S U P 1 0 6  i s  9 . 9  k b  i n  s i z e  a n d  w a s  c o n s t r u c t e d  b y  c l o n i n g  t h e  
r e p l i c a t i o n  a n d  m o b i l i z a t i o n  f u n c t i o n s  o f  p K T Z l G  i n t o  
p A C Y C 1 8 4  a n d  b y  i n s e r t i n g  t h e  l a m b d a - c o s  s i t e  f r o m  p l a s m i d  
M U A - 1 0  i n t o  t h e  s i n g l e  p A C Y C 1 8 4  P s t I  s i t e  ( S i m o n  e t  a l . ,  
1 9 8 3 ) .  T h i s  v e c t o r  w a s  c h o s e n  b e c a u s e  i t  i s  s m a l l ,  t h u s  
a l l o w i n g  i n s e r t s  o f  3 6 - 4 5  k b  t o  b e  c l o n e d ,  a n d  p S U P 1 0 6  c a n  b e  
t r a n s f e r r e d  t o  a n d  m a i n t a i n e d  i n  s e v e r a l  d i f f e r e n t  b a c t e r i a l  
s p e c i e s .  p S U P l O S  a l s o  c o n t a i n s  t h e  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  
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m a r k e r s  t e t r a c y c l i n e  a n d  c h l o r a m p h e n i c o l  w i t h  a  s i n g l e  E c o R I  
s i t e  w i t h i n  t h e  c h l o r a m p h e n i c o l  r e s i s t a n c e  g e n e ,  t h e r e b y  
a l l o w i n g  s e l e c t i o n  b y  i n s e r t i o n a l  i n a c t i v a t i o n  w h e n  c l o n i n g  
i n t o  t h e  E c o R I  s i t e .  T o t a l  D N A  f r o m  ^  j a p o n i  c u m  s t r a i n  
U S D A 1 9 1  w a s  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e  E c o R I ,  s e p a r a t e d  o n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t ,  a n d  t h e  
f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  f r a g m e n t s  3 5 - 4 5  k b  i n  s i z e  w a s  l i g a t e d  
w i t h  E c o R I  d i g e s t e d  p S U P l O S .  
T h e  l i  g a t e d  s a m p l e s  w e r e  p a c k a g e d  j _ n  v i t r o  a s  d e s c r i b e d  
i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  T h e  p a c k a g i n g  e f f i c i e n c y  o f  
t h e  p a c k a g i n g  m i x  w a s  t e s t e d  w i t h  l a m b d a  D N A  a n d  w a s  3 . 6  X  
1 0 ^  p f u / u g  D N A  ( p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s / u g  D N A ) .  A p p r o x i m a t e l y  
4 5 8  c l o n e s  w e r e  n e e d e d  t o  r e p r e s e n t  t h e  g e n o m e  o f  ^  
j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  f o r  P = 0 . 9 9 .  T h i s  n u m b e r  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  t h e  r e l a t i o n s h i p :  
N o .  o f  c l o n e s  =  I n  ( l - P ) / l n  ( 1 - F )  
w h e r e  F  i s  t h e  s i z e  o f  i n s e r t s  ( k b )  d i v i d e d  b y  t h e  s i z e  o f  
t h e  m o l e c u l e  b e i n g  c l o n e d  ( k b ) .  F i v e  h u n d r e d  c o s m i d  c l o n e s  
t h a t  w e r e  T c ' "  a n d  C m ^  w e r e  s e l e c t e d  a n d  h y b r i d i z e d  w i t h  a  
3 2 p - l a b e l l e d  8 . 7 - k b  E c o  R I  n o d  f r a g m e n t  f r o m  ^  m  e  1  i l o t i .  
T h i s  f r a g m e n t  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  v e c t o r  p A C Y C 1 8 4  b y  
a g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  e l u t e d  f r o m  t h e  a g a r o s e  
b e f o r e  n i c k  t r a n s l a t i o n  s i n c e  t h e  v e c t o r  p A C Y C 1 8 4  c o n t a i n s  a  
t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n c e  g e n e  t h a t  h y b r i d i z e s  w i t h  t h e  
t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n c e  g e n e  i n  p S U P l O S .  T h i s  p r o c e d u r e  i s  
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d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  C o l o n i e s  t h a t  
h y b r i d i z e d  w i t h  t h e  n o d  p r o b e  w e r e  i d e n t i f i e d  a n d  t h e  
p l a s m i d s  w e r e  i s o l a t e d  b y  a  s m a l l - s c a l e  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e .  
W h e n  t h e s e  p l a s m i d s  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e  E c o R I  a n  u n u s u a l  p a t t e r n  w a s  o b s e r v e d  ( F i g .  1 ) .  
N o t e  t h a t  t h e r e  i s  n o  c o m m o n  D N A  f r a g m e n t  o f  9 . 9  k b ,  w h i c h  
w o u l d  b e  e x p e c t e d  s i n c e  t h e  c o s m i d  v e c t o r  i s  9 . 9  k b  i n  s i z e .  
A p p a r e n t l y ,  p S U P l O S  i s  n o t  a  s t a b l e  v e c t o r  a n d  t h e  D N A  
l i g a t e d  i n t o  t h i s  v e c t o r  h a s  b e e n  r e a r r a n g e d .  I t  h a s  b e e n  
d e t e r m i n e d  t h a t  f r a g m e n t s  g r e a t e r  t h a n  1 0  k b  c l o n e d  i n t o  
p S U P 1 0 6  a r e  v e r y  u n s t a b l e  a n d  c a n n o t  b e  m a i n t a i n e d  ( A .  
P u h l e r ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ,  L e h r s t u h l  f u r  G e n e t i k ,  
U n i v e r s i t a t  B i e l e f e l d ,  G e r m a n y ) .  
T h e  n e x t  c o s m i d  t h a t  w a s  e x a m i n e d  w a s  p V K 1 0 2 .  p V K 1 0 2  i s  
a  2 3  k b  b r o a d  h o s t  r a n g e  c l o n i n g  v e c t o r  w i t h  t w o  a n t i b i o t i c  
r e s i s t a n c e  m a r k e r s ,  t e t r a c y c l i n e  a n d  k a n a m y c i n .  T h e  
k a n a m y c i n  r e s i s t a n c e  g e n e  c o n t a i n s  a  s i n g l e  H i n d i  1 1  s i t e ,  
t h e r e f o r e  r e c o m b i n a n t  c l o n e s  c a n  b e  s e l e c t e d  b y  i n s e r t i o n a l  
i n a c t i v a t i o n  o f  K m  w h e n  D N A  i s  c l o n e d  i n t o  t h e  H i n d l l l  s i t e .  
P l a s m i d  D N A  f r o m  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  w a s  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  
w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d l l l  a n d  l i g a t e d  w i t h  
H i n d l l l  d i g e s t e d  p V K 1 0 2 .  I t  i s  q u i t e  d i f f i c u l t  t o  i s o l a t e  
t h e  3 5 0  k b  S y m  p l a s m i d  f r o m  ^  j a p o n i c u m  1 9 1  b e c a u s e  o f  t h e  
l a r g e  s i z e  o f  t h i s  p l a s m i d .  T h e  p l a s m i d  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  
n o r m a l l y  t a k e s  3  d a y s  a n d  a p p r o x i m a t e l y  5  u g  o f  S y m  p l a s m i d  
F i g u r e  1 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m  i d  D N A  
d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  E c o R I .  
L a n e s  1 - 1 3 ,  c o s m i d  c l o n e s  t h a t  h y b r i d i z e d  w i t h  a  
n o d  p r o b e ;  l a n e  1 4 ,  l a m b d a  D N A  d i g e s t e d  w i t h  
H i n d l l l .  
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D N A  c a n  b e  i s o l a t e d  f r o m  a  l i t e r  o f  c e l l s .  S i n c e  a t  l e a s t  
1 5 0  u g  o f  D N A  a r e  n e e d e d  f o r  a  s u c r o s e  g r a d i e n t ,  t h e  p l a s m i d  
D N A  w a s  n o t  s e p a r a t e d  o n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t .  A l t e r n a t i v e l y ,  
p a r t i a l  d i g e s t i o n  w a s  m o n i t o r e d  o n  m i n i g e l s .  T h e  l i g a t e d  D N A  
w a s  p a c k a g e d  j j i  v i t r o  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  
M e t h o d s .  A p p r o x i m a t e l y  7 2  c l o n e s  w e r e  r e q u i r e d  i n  o r d e r  t o  
r e p r e s e n t  t h e  e n t i r e  S y m  p l a s m i d  f o r  P = 0 . 9 9  a s  d e s c r i b e d  
a b o v e .  T h r e e  h u n d r e d  T c " "  K m  s  c l o n e s  w e r e  s e l e c t e d  b e c a u s e  
w h e n  p l a s m i d  D N A  f r o m  ^  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1  w a s  i s o l a t e d ,  t h e  
o t h e r  p l a s m i d s  i n  t h i s  s t r a i n  a r e  a l s o  i n c l u d e d ,  a n d  s i n c e  
t h e y  a r e  s m a l l e r  t h a n  t h e  S y m  p l a s m i d ,  t h e y  r e p r e s e n t  a  l a r g e  
p o r t i o n  o f  t h e  p l a s m i d  D N A .  T h e  c o l o n i e s  w e r e  h y b r i d i z e d  
w i t h  t h e  8 . 7 - k b  E c o R I  n o d  f r a g m e n t  f r o m  m e l i l o t i  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e .  S i x t e e n  c o l o n i e s  w e r e  i d e n t i f i e d  t h a t  
h y b r i d i z e d  w i t h  n o d  D N A  a n d  t h e  p l a s m i d s  f r o m  t h e s e  c o l o n i e s  
w e r e  i s o l a t e d  b y  a  s m a l l  s c a l e  p l a s m i d  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  
( F i g .  2 ) .  O n e  c o s m i d  c o n t a i n e d  t h e  1 4 . 5 - k b  H i n d  1 1 1  n o d  
f r a g m e n t  ( F i g .  2 ,  l a n e  1 ) ,  t h r e e  c o s m i d s  c o n t a i n e d  t h e  1 2 . 5 -
k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t  ( F i g .  2 ,  l a n e  2 - 4 ) ,  n i n e  c o s m i d s  
c o n t a i n e d  t h e  6 . 8 - k b  H  i  n  d  1 1 1  n o d  f r a g m e n t  ( F i g .  2 ,  l a n e s  5 -
1 3 ) ,  a n d  t h r e e  c o s m i d s  c o n t a i n e d  t h e  5 . 2 - k b  H i n d i  I I  n o d  
f r a g m e n t  ( F i g .  2 ,  l a n e s  1 4 ,  1 5 ,  2 ) .  T h e  i n s e r t  s i z e  o f  t h e  
c o s m i d s  r a n g e d  f r o m  2 2 . 7  k b  t o  3 2 . 0  k b .  O n e  c o s m i d  c o n t a i n e d  
b o t h  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  5 . 2 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  ( F i g .  
2 ,  l a n e  2 ) ,  h o w e v e r ,  t h e  o t h e r  c o s m i d s  d i d  n o t  h a v e  m o r e  t h a n  
F i g u r e  2 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s t n i d  D N A  f r o m  
c o s m i d  c l o n e s  i n  p V K l O Z  d i g e s t e d  w i t h  t h e  
r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d l l l .  L a n e  1 ,  c o s m i d  
w i t h  t h e  1 4 . 5 - k b  H i n d i  1 1  n o d  f r a g m e n t ;  l a n e s  2 - 4 ,  
c o s m i d s  w i t h  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t ;  
l a n e s  5 - 1 3 ,  c o s m i d s  w i t h  t h e  5 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  
f r a g m e n t ;  l a n e s  1 4 - 1 5 ,  c o s m i d s  w i t h  t h e  5 . 2 - k b  
H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t .  
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o n e  H i n d i  I I  n o d  f r a g m e n t  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  n o d  f r a g m e n t s  
w e r e  n o t  c l o s e l y  l i n k e d  w h i c h  i s  s i m i l a r  t o  ^  j a p o n i c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 3  ( M a s t e r s o n ,  P h . D .  d i s s e r t a t i o n ,  1 9 8 4 ) .  
A  r e s t r i c t i o n  m a p  o f  t h e  n o d  f r a g m e n t s  w a s  a t t e m p t e d ,  
h o w e v e r ,  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  o v e r l a p p i n g  c l o n e s .  
T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  w a s  t h a t  t h e  p a r t i a l  d i g e s t i o n  o f  t h e  
p l a s m i d  D N A  f r o m  j a p o n i c u m  h a d  l i b e r a t e d  f r a g m e n t s  s m a l l e r  
t h a n  t h e  o p t i m u m  s i z e  o f  2 0 - 3 0  k b .  T h e s e  f r a g m e n t s  h a d  b e e n  
l i g a t e d  t o  l a r g e r  f r a g m e n t s  d u r i n g  t h e  l i g a t i o n  r e a c t i o n  a n d  
p a c k a g e d  a s  a  c o m p l e t e  c l o n e .  T h i s  w a s  d e t e r m i n e d  a f t e r  
a n o t h e r  c o s m i d  c l o n e  b a n k  o f  t o t a l  j a p o n i c u m  D N A  w a s  
c l o n e d  i n  p V K 1 0 2 ,  a n d  w i l l  b e  e x p l a i n e d  l a t e r .  
S i n c e  t h e r e  s e e m e d  t o  b e  t o o  m a n y  s m a l l  f r a g m e n t s  t h a t  
d i d  n o t  e x h i b i t  a n y  o v e r l a p  i n  t h e  c o s m i d s  c o n t a i n i n g  n o d  
f r a g m e n t s ,  a  t o t a l  c l o n e  b a n k  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  b r o a d  
h o s t  r a n g e  v e c t o r  p V K 1 0 2 . '  T o t a l  D N A  f r o m  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  
U S D A 1 9 1  w a s  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e  H i n d l l l ,  s e p a r a t e d  o n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t  ( F i g .  
3 ) ,  a n d  t h e  f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  D N A  f r a g m e n t s  o f  2 0 - 3 0  k b  w a s  
l i g a t e d  w i t h  H i n d l l l  d i g e s t e d  p V K 1 0 2 .  T h e  l i g a t e d  D N A  w a s  
p a c k a g e d  j _ n  v i t r o  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  
A p p r o x i m a t e l y  7 3 4  c o l o n i e s  w e r e  n e e d e d  t o  r e p r e s e n t  t h e  
g e n o m e  f o r  P  =  0 . 9 9 .  S e v e n  h u n d r e d  a n d  f i f t y  T c K m S  c o l o n i e s  
w e r e  h y b r i d i z e d  w i t h  t h e  8 . 7 - k b  E c o R I  n o d  f r a g m e n t  f r o m  R .  
m e l i l o t i  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  O n l y  t h r e e  c o l o n i e s  h y b r i d i z e d  
F i g u r e  3 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  D N A  p a r t i a l l y  
d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d i  1 1  
a n d  s e p a r a t e d  o n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t .  L a n e s  1 - 1 0 ,  
d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  s u c r o s e  g r a d i e n t ;  
l a n e  1 1 ,  l a m b d a  D N A  d i g e s t e d  w i t h  H i n d l l l .  
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w i t h  t h e  n o d  f r a g m e n t s  a n d  w h e n  t h e  D N A  f r o m  t h e s e  c o l o n i e s  
w a s  i s o l a t e d ,  t w o  o f  t h e  c o s m i d s  w e r e  i d e n t i c a l  a n d  c o n t a i n e d  
t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  1 1  n o d  f r a g m e n t  a n d  t h e  o t h e r  c o s m i d  
c o n t a i n e d  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d i  1 1  n o d  f r a g m e n t .  T h e s e  c o s m i d s  
d i d  n o t  c o n t a i n  o v e r l a p p i n g  f r a g m e n t s  a n d  a  l i n k a g e  m a p  c o u l d  
n o t  b e  d e t e r m i n e d .  H o w e v e r ,  t h e  c o s m i d s  p r e p a r e d  f r o m  t o t a l  
D N A  s e p a r a t e d  o n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t  d i d  n o t  c o n t a i n  f r a g m e n t s  
s m a l l e r  t h a n  4 . 0  k b .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  c o s m i d s  
c o n s t r u c t e d  w i t h  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  p l a s m i d  D N A  t h a t  w a s  n o t  
s e p a r a t e d  o n  a  s u c r o s e  g r a d i e n t .  T h e s e  c o s m i d s  u s u a l l y  
c o n t a i n e d  5 - 8  f r a g m e n t s  s m a l l e r  t h a n  3 . 0  k b  ( F i g .  2 )  a n d  a r e  
p r o b a b l y  d u e  t o  l i g a t i o n  o f  s m a l l ,  c o m p l e t e l y  d i g e s t e d  
f r a g m e n t s  s i n c e  t h e  i n s e r t : v e c t o r  r a t i o  w a s  3 : 1 .  
E v e n  t h o u g h  b o t h  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  1 1  n o d  
f r a g m e n t s  a r e  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l a t i o n  ( s e e  S e c t i o n  I I I ) ,  
t h e s e  f r a g m e n t s  a r e  n o t  w i t h i n  2 0  k b  o f  e a c h  o t h e r .  T h i s  i s  
i n  c o n t r a s t  t o  t h e  r e s u l t s  f o u n d  f o r  s e v e r a l  o t h e r  R h i z o b i a .  
I n  ^  m e l i l o t i ,  a n  8 . 7 - k b  o r  a n  8 . 5 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  c a n  
c o n f e r  n o d u l a t i o n  a b i l i t y  t o  A .  t u m e f a c i e n s  ( H i r s c h  e t  a l . ,  
1 9 8 4 ;  K o n d o r o s i  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  I n  R .  1 e q u m i n o s a r u m ,  t h e  
a b i l i t y  t o  c o n f e r  n o d u l a t i o n  o f  p e a s  i s  c o n f i n e d  t o  a  1 0 - k b  
r e g i o n  o f  t h e  s y m b i o t i c  p l a s m i d  ( D o w n i e  e t  a l . ,  1 9 8 3 a ) .  A n d  
i n  ^  t r i  f o l i i ,  a  1 4 - k b  r e g i o n  o f  S y m  p l a s m i d  D N A  i s  a l l  t h a t  
i s  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l e  f o r m a t i o n  o n  c l o v e r  ( S c h o f i e l d  e t  
a l . ,  1 9 8 4 ) .  I t  m a y  b e  t h a t  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  n o d  g e n e s  
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i n  R _ ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  i s  s i m i l a r  t o  ^  j a p o n i  c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 3  s u c h  t h a t  t h e  n o d  a n d  a n d  n  i  f  f r a g m e n t s  a r e  
n o t  c l o s e l y  l i n k e d  ( M a s t e r s o n ,  P h . D .  d i s s e r t a t i o n ,  1 9 8 4 ) .  
S u b c l o n i n g  n o d  f r a g m e n t s  
S i n c e  t h e  f o u r  H i n d i  1 1  f r a g m e n t s  f r o m  j a p o n i c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 1  t h a t  h y b r i d i z e d  w i t h  t h e  8 . 7 - k b  E c o R I  n o d  
f r a g m e n t  f r o m  ^  m e l i l o t i  w e r e  n o t  c l o s e l y  l i n k e d ,  t h e y  w e r e  
e a c h  s u b c l o n e d  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  f r a g m e n t s  w e r e  n e c e s s a r y  
f o r  n o d u l e  f o r m a t i o n .  T h e  1 2 . 5 - k b ,  6 . 8 - k b ,  a n d  5 . 2 - k b  
H i n d l l l  f r a g m e n t s  w e r e  e a c h  s u b c l o n e d  i n  t h e  v e c t o r  p V K 1 0 2  a s  
d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .  S e v e r a l  j a p o n i c u m  
U S D A 1 9 1  d e l e t i o n  m u t a n t s  t h a t  w e r e  N o d +  h a d  o n l y  t h e  1 2 . 5 - k b  
a n d  t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t s .  A n d  t h e  N o d "  d e l e t i o n  
m u t a n t s  e i t h e r  h a d  o n l y  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d i I I  - f r a g m e n t  o r  n o  
f r a g m e n t s  t h a t  h y b r i d i z e d  t o  n o d  D N A .  A p p a r e n t l y  t h e  1 2 . 5 - k b  
H i n d i  1 1  f r a g m e n t  w a s  n o t  s u f f i c i e n t  t o  i n d u c e  n o d u l e s ,  b u t  i t  
w a s  n o t  k n o w n  i f  t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t  a l o n e  c o u l d  f o r m  
n o d u l e s .  T h e r e f o r e ,  t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  I I  f r a g m e n t  i n  p V K 1 0 2  
w a s  c o n j u g a t e d  w i t h  s e v e r a l  N o d "  d e l e t i o n  m u t a n t s  c o n t a i n i n g  
e i t h e r  t h e  1 2 . 5 - k b  H  i  n  d  1 1 1  n o d  f r a g m e n t  o r  n o  n o d - h y b r i d i z i n g  
f r a g m e n t s .  O n l y  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  w i t h  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  
6 . 8 - k b  H i n d i  1 1  n o d  f r a g m e n t s  f o r m e d  n o d u l e s  ( s e e  S e c t i o n  
I I I ) .  
N o n e  o f  t h e  c o s m i d  c l o n e s  c o n t a i n e d  b o t h  t h e  6 . 8 - k b  a n d  
t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d i  1 1  f r a g m e n t s ,  t h e r e f o r e  t h e s e  f r a g m e n t s  w e r e  
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s u b c l o n e d  t o g e t h e r  i n  p V K 1 0 2  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  
a n d  M e t h o d s .  T h e s e  p l a s m i d s  w e r e  t h e n  c o n j u g a t e d  i n t o  S y m  
p l a s m i d  c u r e d  s t r a i n s  o f  ^  t r i f o T i i ,  R .  T e q u m i n o s a r u m ,  a n d  
R .  p h a s e o l i  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e s e  f r a g m e n t s  c o u l d  i n d u c e  
n o d u l e  f o r m a t i o n  i n  t h e s e  s t r a i n s .  T h e  5 . 2 - k b  H i n d i  1 1  
f r a g m e n t  a n d  t h e  2 . 8 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  ( w h i c h  c o r r e s p o n d s  t o  
t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  I I  f r a g m e n t )  f r o m  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 3  
w i l l  a l l o w  ^  t u m e f a c i e n s  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n  p l a n t s  
( P r a k a s h  e t  a l . ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ,  D e p t .  o f  G e n e t i c s ,  I o w a  
S t a t e  U n i v . ) ,  H o w e v e r ,  i t  i s  n o t  " k n o w n  i f  t h e  1 2 . 5 - k b  
H i n d i  I I  f r a g m e n t  a n d  t h e  2 . 8 - k b  E c o R I  f r a g m e n t  ( o r  6 . 8 - k b  
H i n d i I I  f r a g m e n t )  f r o m  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 3  w i l l  a l s o  
i n d u c e  n o d u l e s .  T o  d e t e r m i n e  i f  t h e  6 . 8 - k b  a n d  t h e  5 . 2 - k b  
H i n d i  I I  f r a g m e n t s  f r o m  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w i l l  a l s o  
c a u s e  n o d u l a t i o n ,  t h e s e  t w o  f r a g m e n t s  w e r e  s u b c l o n e d  t o g e t h e r  
i n  p V K 1 0 2  a n d  c o n j u g a t e d  i n t o  S y m  p l a s m i d  c u r e d  s t r a i n s  o f  R .  
l e q u m i n o s a r u m ,  R .  t r i f o l i i .  a n d  ^  p h a s e o l i .  T h e  
t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  o n  s o y b e a n  p l a n t s .  C u r e d  
s t r a i n s  o f  l e g u m i n o s a r u m  a n d  ^  t r i f o l i i  w i t h  t h e  1 2 . 5 - k b  
a n d  t h e  6 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  f r o m  ^  j a p o n i c u m  w e r e  
n o t  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n  p l a n t s ,  h o w e v e r ,  t h e  
c u r e d  s t r a i n  o f  ^  t r i  f o l i  i  w i t h  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  6 . 8 - k b  
H i n d i  I I  n o d  f r a g m e n t s  f r o m  R _ j _  j a p o n i c u m  w a s  a b l e  t o  i n d u c e  
n o d u l e s  o n  s o y b e a n s .  T h e  p l a s m i d  p r o f i l e s  o f  t h e s e  
t r a n s c o n j u g a n t s  a r e  s h o w n  i n  F i g .  4 .  N o n e  o f  t h e  c u r e d  
F i g u r e  4 .  A g a r o s e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p l a s m i d  D N A  f r o m  
p a r e n t  s t r a i n s  a n d  t r a n s c o n  j u g a n t s  o f  t r i  f o l  i  i .  
L a n e  1 ,  c o l  i  H B l O l  w i t h  p R j a I A 3 2 ;  l a n e  2 ,  E .  
c o l i  H B l O l  w i t h  p R j a I A 5 2 ;  l a n e  3 ,  R ^  t r i  f o l i  i  
s t r a i n  L P R 4 0 4 5  ;  l a n e  4 ,  ^  t r i  f o l i  i  t r a n s c o n j u g a n t  
w i t h  p R j I A 3 2 ;  l a n e  5 ,  ^  t r i  f o l i  i  t r a n s c o n j u g a n t  
w i t h  p R j I A 6 2 .  
I l  < < 
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s t r a i n s  w i t h  t h e  5 . 2 - k b  a n d  t h e  5 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  
w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n  p l a n t s .  I t  s e e m s  t h a t  
t h e  n o d u l a t i o n  g e n e s  f r o m  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  a r e  
e x p r e s s e d  i n  t r i f o l i i ,  b u t  n o t  i n  R _ j _  1  e q u m i  n o s a r u m  o r  R .  
p  h  a  s  e  0 1  i .  T h i s  w a s  s o m e w h a t  u n e x p e c t e d  b e c a u s e  t h e s e  s t r a i n s  
a r e  v e r y  c l o s e l y  r e l a t e d  ( J o h n s t o n  a n d  B e r i n g e r ,  1 9 7 7 ) .  N o  
n o d u l e s  w e r e  f o r m e d  w h e n  t h e  5 . 2 - k b  a n d  t h e  6 . 8 - k b  H i n d i  I I  
n o d  f r a g m e n t s  f r o m  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w e r e  p r e s e n t  
i n  c u r e d  s t r a i n s  o f R ^  1 e q u m i  n o s a r u m ,  R .  t r i f o l i i ,  o r  R .  
p h a s e o l  i  p r o v i n g  t h a t  t h e s e  f r a g m e n t s  f r o m  R _ ^  j a p o n i c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 1  a r e  n o t  s u f f i c i e n t  t o  i n d u c e  n o d u l e  f o r m a t i o n .  
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S U M M A R Y  A N D  D I S C U S S I O N  
T h e  d i s c o v e r y  o f  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n s  o f  R h i z o b i u m  
j a p o n i c u m  f r o m  t h e  P e o p l e ' s  R e p u b l i c  o f  C h i n a  h a s  b e e n  u s e f u l  
f o r  t h e  g e n e t i c  s t u d y  o f  t h e  s y m b i o t i c  a s s o c i a t i o n  f o r m e d  
w i t h  s o y b e a n s .  T h e s e  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n s  a r e  m u c h  e a s i e r  t o  
g e n e t i c a l l y  m a n i p u l a t e  t h a n  t h e  s l o w - g r o w i n g  R _ j _  j a p o n i c u m  
s t r a i n s .  T h e  f a s t - g r o w i n g  i s o l a t e s  m a y  a l s o  b e  a n  i m p o r t a n t  
l i n k  b e t w e e n  t h e  t w o  t r a d i t i o n a l l y  d i s t i n c t  c l a s s e s  o f  
R h i z o b i  u m  s i n c e  t h e y  h a v e  t h e  p h y s i c a l  a t t r i b u t e s  o f  f a s t -
g r o w i n g  r h i z o b i a ,  b u t  t h e  s y m b i o t i c  a t t r i b u t e s  o f  s l o w -
g r o w i n g  r h i z o b i a .  T h i s  i s  e s p e c i a l l y  t r u e  i n  t h e  c a s e  o f  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1 ,  t h e  o n l y  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n  t h a t  
f o r m s  a n  e f f e c t i v e  s y m b i o s i s  w i t h  N o r t h  A m e r i c a n  c u l t i v a r s  
( H a t t o r i  a n d  J o h n s o n ,  1 9 8 4 ;  H e r o n  a n d  P u e p p k e ,  1 9 8 4 ;  J a n s e n  
v a n  R e n s b u r g  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  S t o w e r s  a n d  E a g l e s h a m ,  1 9 8 4 ;  
Y e l t o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  D u T e a u  a n d  A t h e r l y ,  u n p u b l i s h e d  
r e s u l t s ,  D e p t .  o f  G e n e t i c s ,  I o w a  S t a t e  U n i v . ) .  T h e  g o a l  o f  
t h i s  s t u d y  w a s  t o  g e n e t i c a l l y  c h a r a c t e r i z e  s t r a i n  U S D A 1 9 1  a n d  
t o  i s o l a t e  a n d  i d e n t i f y  t h e  s y m b i o t i c  g e n e s .  
U n t i l  r e c e n t l y ,  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  o f  s l o w - g r o w i n g  
R .  j a p o n i c u m  s t r a i n s  h a s  b e e n  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t ;  h o w e v e r ,  
H o r n  e t  a l . ,  ( 1 9 8 4 )  a n d  R o s t a s  e t  a l . ,  ( 1 9 8 4 )  h a v e  b e e n  a b l e  
t o  i n t r o d u c e  T n ^  i n t o  s l o w - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  a t  a  
l o w  f r e q u e n c y  u s i n g  a  s u i c i d e  p l a s m  i d  t e c h n i q u e  ( S i m o n  e t  
a l . ,  1 9 8 3 ) .  T n 5 ^  w a s  u s e d  f o r  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  w i t h  ^  
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j  a  p  0 n i  c  u  m  s t r a i n  U S  D A 1 9 1  u s i n g  t h e  s u i c i d e  p l a s m i d  t e c h n i q u e  
o f  S i m o n  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  a n d  t h e  T n ^  w a s  a b l e  t o  i n s e r t  i n t o  
t h e  c h r o m o s o m e  a s  w e l l  a s  e a c h  o f  t h e  p l a s m i d s  i n  t h i s  
s t r a i n .  A u x o t r o p h s  a r o s e  a t  a  f r e q u e n c y  o f  0 . 2 8 % .  T h e  
a u x o t r o p h s  w e r e  a n a l y z e d  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  n u t r i t i o n a l  
r e q u i r e m e n t s  a n d  t h i r t e e n  d i f f e r e n t  c l a s s e s  w e r e  i d e n t i f i e d  
i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  T n ^  i n s e r t s  n o n s p e c i f i c a 1 l y  i n t o  t h e  R .  
j  a  p  0 n  i  c  u  m  g e n o m e .  H o w e v e r ,  m e t h i o n i n e  r e q u i r i n g  a u x o t r o p h s  
w e r e  i s o l a t e d  a t  a  h i g h  f r e q u e n c y  ( 2 6 %  o f  a l l  a u x o t r o p h s  
r e q u i r e d  m e t h i o n i n e )  n o t  o n l y  w i t h  T n ^  m u t a g e n e s i s  b u t  a l s o  
w i t h  U V  a n d  N T  G  m u t a g e n e s i s .  T h e  h i g h  p r e p o n d e r a n c e  o f  
m e t h i o n i n e - r e q u i r i n g  a u x o t r o p h s  i n  R h i z o b i u m  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  f o r  o t h e r  s p e c i e s  ( V e r m a  a n d  L o n g ,  1 9 8 3 ) .  
N i t r o s o q u a n i d i n e  a n d  u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n  w e r e  a l s o  
e f f e c t i v e  i n  i n d u c i n g  a u x o t r o p h i c  m u t a t i o n s  i n  s t r a i n  
U S D A 1 9 1 ,  h o w e v e r ,  m u l t i p l e  a u x o t r o p h s  w e r e  n o t  o b t a i n e d  b y  
r e p e a t e d  U V  o r  N T  G  m u t a g e n e s i s .  U V  m u t a g e n e s i s  w a s  m u c h  l e s s  
e f f e c t i v e  t h a n  T n ^  o r  N T  G  m u t a g e n e s i s .  U V  m u t a g e n e s i s  h a s  
n o t  b e e n  e f f e c t i v e  f o r  s l o w - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m ,  h o w e v e r .  
W e l l s  a n d  K u y k e n d a l l  ( 1 9 8 3 )  w e r e  a b l e  t o  i s o l a t e  t r y p t o p h a n  
m u t a n t s  o f  s l o w - g r o w i n g  R _ ^  j a p o n i c u m  u s i n g  n i t r o u s  a c i d .  
W e  w e r e  a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  c h r o m o s o m e  m o b i l i z a t i o n  i n  
R .  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  u s i n g  p D P 3 7 ,  a  d e r i v a t i v e  o f  t h e  
m o b i l i z i n g  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  c o n t a i n i n g  T n 5  ( P i s c h l  a n d  F a r r a n d ,  
1 9 8 3 ) .  p D P 3 7  h a s  e n h a n c e d  g e n e  t r a n s f e r  a b i l i t y  a n d  a  p o l a r  
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g e n e  t r a n s f e r  s y s t e m  i n  ^  t u m e f a c i e n s  ( P i s c h i  a n d  F a r r a n d ,  
1 9 8 3 ,  1 9 8 4 ) .  C h r o m o s o m e  t r a n s f e r  i n  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  
U S D A 1 9 1  r a n g e d  f r o m  1 . 1  X  1 0 - 1  t o  l e s s  t h a n  1 . 4  X  1 0 - 8  f o r  
d i f f e r e n t  s t r a i n s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  p D P 3 7  a l s o  h a d  a  p o l a r  
g e n e  t r a n s f e r  s y s t e m  i n  ^  j a p o n i c u m .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  
n o t e  t h a t  i n  c r o s s e s  w i t h  a  h i g h  f r e q u e n c y  o f  c h r o m o s o m e  
t r a n s f e r ,  t h e  r i  f  a n d  n o v  s e l e c t e d  m a r k e r s  b o t h  h a d  h i g h  
t r a n s f e r  f r e q u e n c i e s .  I n  ^  m e l i l o t i  s t r a i n  4 1 ,  t h e  r i  f  a n d  
n o v  c h r o m o s o m e  m a r k e r s  a r e  v e r y  c l o s e  ( K o n d o r o s i  e t  a l . ,  
1 9 7 7 )  a n d  i n  o t h e r  R h i z o b i u m  f a s t - g r o w i n g  s p e c i e s  t h e  
a n t i b i o t i c  m a r k e r s  s t r ,  s  p c  a n d  r  i  f  a r e  s o  c l o s e  t h a t  t h e y  
c a n n o t  b e  o r d e r e d  ( J o h n s t o n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  I t  s e e m s  l i k e l y  
t h a t  t h e  r i  f  a n d  n o v  m a r k e r s  a r e  a l s o  c l o s e  i n  ^  j a p o n i  c u m  
s t r a i n  U S D A 1 9 1 ,  s i n c e  b o t h  e i t h e r  h a d  a  h i g h  t r a n s f e r  
f r e q u e n c y  w i t h  a  s i n g l e  s t r a i n  o r  a  l o w  t r a n s f e r  f r e q u e n c y  
w i t h  a  s i n g l e  s t r a i n  ( T a b l e  5 ) .  
S e v e r a l  a u x o t r o p h s  f a i l e d  t o  f o r m  n o d u l e s .  I t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  a u x o t r o p h i c  m u t a t i o n s  h a v e  a  n o n s p e c i f i c  e f f e c t  
o n  s y m b i o s i s ,  f o r  e x a m p l e ,  d u e  t o  a  s l o w e r  g r o w t h  r a t e  o r  a  
g e n e r a l  e f f e c t  o n  v i g o r .  H o w e v e r ,  m o s t  a m i n o  a c i d  m u t a n t s  
a r e  g e n e r a l l y  n o t  a f f e c t e d  i n  t h e i r  s y m b i o t i c  p r o p e r t i e s  
( V e r m a  a n d  L o n g ,  1 9 8 3 ) .  I n  1  e q u m i  n o s a r u m ,  p u r i n e  
a u x o t r o p h s ,  e s p e c i a l l y  a d e n i n e - r e q u i r i n g  m u t a n t s  w e r e  
d e f e c t i v e  i n  n o d u l e  d e v e l o p m e n t .  A d e n i n e  m e t a b o l i s m  i n  
R h i z o b i u m  i s  o f  g r e a t  i n t e r e s t  b e c a u s e  a d e n i n e  h a s  a  r o l e  i n  
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n u c l e i c  a c i d  s y n t h e s i s ,  e n e r g y  m e t a b o l i s m ,  p o l y s a c c h a r i d e  
b i o s y n t h e s i s ,  a n d  p r o d u c t i o n  o f  p l a n t  g r o w t h  r e g u l a t o r s  s u c h  
a s  c y t o k i n i n s .  O n e  a d e n i n e - r e q u i r i n g  m u t a n t  w a s  i s o l a t e d  i n  
R .  j a p o n i c u m  U S D A 1 9 1 ,  a n d  i t  w a s  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  
S i r a t r o  p l a n t s ,  h o w e v e r  i t  w a s  n o t  d e t e r m i n e d  i f  t h e  n o d u l e s  
w e r e  f o r m e d  b y  a  r e v e r t a n t  o f  t h e  a d e n i n e - r e q u i r i n g  m u t a n t  o r  
b y  t h e  m u t a n t .  
P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  D M A  s e q u e n c e s  
h o m o l o g o u s  t o  t h e  n o d  a n d  n i  f  g e n e s  o f  m e l i l o t i  a r e  
l o c a t e d  o n  a  l a r g e  p l a s m i d  i n  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  
( M a s t e r s o n  e t  a l . ,  J .  B a c t e r i o l . ,  i n  p r e s s ) .  A n  e a s i l y  
i d e n t i f i a b l e  m a r k e r ,  T n 5 ,  w a s  i n s e r t e d  i n t o  t h i s  p l a s m i d  
( p R j a U S D A 1 9 1 c  o r  p S y m l 9 1 ) .  p S y m l 9 1  w a s  n o t  a b l e  t o  p r o m o t e  
i t s  o w n  t r a n s f e r ,  t h e r e f o r e  a  " h e l p e r "  p l a s m i d ,  p R L l S O  w a s  
i n t r o d u c e d  i n t o  t h i s  s t r a i n  a n d  p S y m l 9 1  w a s  m o b i l i z e d  t o  t w o  
s t r a i n s  o f  ^  t u m e f a c i e n s  a n d  a  S y m  p l a s m i d  c u r e d  s t r a i n  o f  
R .  l e q u m i n o s a r u m .  W h e n  t h e  e n t i r e  p S y m l 9 1  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  
A .  t u m e f a c i e n s ,  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  c o u l d  f o r m  n o d u l e s  o n  
s o y b e a n s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  n o d u l a t i o n  g e n e s  c o u l d  b e  
e x p r e s s e d  i n  A g r o b a c t e r  1  u r n  a n d  t h a t  p R j a L I S D A 1 9 1 c  w a s  a  " S y m "  
p l a s m i d .  ^  t u m e f a c i e n s  t r a n s c o n j u g a n t s  w i t h  p S y m l 9 1  c o u l d  
n o t  f i x  n i t r o g e n ,  h o w e v e r ,  o t h e r  A .  t u m e f a c i e n s  s t r a i n s  
h a r b o r i n g  S y m  p l a s m i d s  f r o m  ^  l e q u m i n o s a r u m  ( H o o y k a a s  e t  
a l . ,  1 9 8 2 c ) ,  ^  t r i  f o l i 1  ( H o o y k a a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 a ) ,  a n d  R .  
m e l i l o t i  ( K o n d o r o s i  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  w e r e  u n a b l e  t o  f i x  n i t r o g e n  
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i n  r o o t  n o d u l e s .  I n  ^  m e l i l o t i ,  s e v e r a l  f i x  g e n e s  a r e  
l o c a t e d  o n  t h e  c h r o m o s o m e  ( F o r r a i  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  a n d  t h i s  m a y  
e x p l a i n  w h y  ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n s  h a r b o r i n g  S y m  p l a s m i d s  a r e  
u n a b l e  t o  f i x  n i t r o g e n .  W h e n  p S y m l 9 1  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  
S y m  p l a s m i d  c u r e d  s t r a i n  o f  ^  1 e q u m i  n o s a r u m ,  t h e s e  
t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  n o t  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n  
p l a n t s  i n d i c a t i n g  t h a t  n o d  g e n e s  f r o m  j a p o n i c u m  a r e  n o t  
e x p r e s s e d  i n  ^  1  e q u m i  n o s a r u m .  W h e n  t h e  S y m  p l a s m i d  o f  R .  
1 e q u m i n o s a r u m  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  j a p o n i c u m  s t r a i n s  
U S D A 1 9 2 ,  U S D A 1 9 3 ,  a n d  U S D A 1 9 4 ,  t h e s e  t r a n s c o n j u g a n t s  p r o d u c e d  
r o o t  " s w e l l i n g s "  o n  p e a s ,  h o w e v e r ,  t h e s e  p s e u d o n o d u l e s  d i d  
n o t  f i x  n i t r o g e n  ( R u i z - S a i n z  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  T h i s  s u g g e s t s  
t h a t  t h e  n o d  g e n e s  f r o m  R ^  1 e q u m i n o s a r u m  a r e  p o o r l y  e x p r e s s e d  
i n  a  ^  j a p o n i c u m  b a c k g r o u n d  a n d  t h a t  t h e  n i  f  g e n e s  a r e  n o t  
e x p r e s s e d .  E v e n  t h o u g h  t h e  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  
s h a r e  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  w i t h  t h e  o t h e r  f a s t - g r o w i n g  
R h i z o b i u m ,  t h e y  a r e  q u i t e  d i f f e r e n t .  
A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  p h e n o m e n o n  w a s  o b s e r v e d  w i t h  a b o u t  
1 0 %  o f  t h e  ^  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  L B A 2 8 8  t r a n s c o n j u g a n t s ;  t h e y  
h a d  d e l e t i o n s  o f  p S y m l 9 1 .  F o u r  o f  t h e s e  d e l e t e d  p l a s m i d s  
w e r e  i s o l a t e d ,  d i g e s t e d  w i t h  t h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  
E c o R I  a n d  h y b r i d i z e d  w i t h  n o d  a n d  n i  f  D N A .  T h e s e  
t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  t e s t e d  o n  p l a n t s  a n d  o n l y  t w o  o f  t h e  
s t r a i n s  w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s .  T h e s e  t w o  s t r a i n s  
c o n t a i n e d  a t  l e a s t  t h e  2 . 8 - k b  a n d  t h e  5 . 3 - k b  E c o R I  f r a g m e n t s  
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( t h e s e  c o r r e s p o n d  t o  t h e  6 . 8 - k b a n d  t h e  1 2 . 5 - k b  H  i  n  d 1 1 1  
f r a g m e n t s  n e c e s s a r y  f o r  m o d u l a t i o n .  S e c t i o n  I I I ) .  
p S y m l 9 1  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  t w o  r e c A  s t r a i n s  o f  c o l i  
a s  a  c o i n t e g r a t e  w i t h  t h e  h e l p e r  p l a s m i d  p R L l S O .  A l l  t h e  E .  
c o l i  t r a n s c o n j u g a n t s  h a r b o r e d  p l a s m i d s  s m a l l e r  t h a n  p S y m l 9 1 ,  
b u t  l a r g e r  t h a n  p R L l S O ,  a n d  t h e s e  p l a s m i d s  w e r e  s h o w n  t o  b e  
c o i n t e g r a t e s  b y  h y b r i d i z a t i o n  t o  p R L l S O  a n d  t o  p S y m l 9 1 .  W h e n  
p S y m l 9 1  w a s  c o n j u g a t e d  w i t h  a  r e c A +  E .  c o l  i  s t r a i n  t h a t  w a s  
i s o g e n i c  w i t h  o n e  o f  t h e  r e c A  s t r a i n s ,  K m ^  t r a n s c o n j u g a n t s  
w e r e  i s o l a t e d ,  b u t  o n l y  c o n t a i n e d  p R L l S O .  P r e s u m a b l y ,  T n 5  
h a d  t r a n s p o s e d  t o  p R L l S O  a t  a  l o w  f r e q u e n c y  a n d  w e  w e r e  a b l e  
t o  r e c o v e r  t h e s e  t r a n s c o n j u g a n t s .  I n  a  r e c A +  b a c k g r o u n d ,  t h e  
c o i n t e g r a t e  s t r u c t u r e  d i s s o c i a t e s  a n d  p S y m l 9 1  c a n n o t  e x i s t  i n  
a n  ^  c o l i  b a c k g r o u n d ,  p r o b a b l y  b e c a u s e  t h e  o r i g i n  o f  
r e p l i c a t i o n  o f  p S y m l 9 1  d o e s  n o t  f u n c t i o n  i n  E _ ^  c o l  i  .  
P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  p u t a t i v e  n o d u l a t i o n  a n d  
n i t r o g e n  f i x a t i o n  s e q u e n c e s  i n  s e v e r a l  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n s  
o f  R ^  j a p o n i c u m  a r e  r e i t e r a t e d  ( P r a k a s h  a n d  A t h e r l y ,  1 9 8 4 ) .  
A  l a r g e  v a r i e t y  o f  d e l e t i o n s  o f  p S y m l 9 1  w e r e  o b t a i n e d  a f t e r  
c o n j u g a t i o n  w i t h  ^  c o l i  s t r a i n s  a n d  w e  w e r e  a b l e  t o  
d e t e r m i n e  w h i c h  f r a g m e n t s  c o n t a i n e d  f u n c t i o n a l  n o d u l a t i o n  
g e n e s  b y  t r a n s f e r r i n g  t h e  R - p r i m e  d e l e t i o n s  b a c k  t o  a  N o d "  
N i f -  d e r i v a t i v e  o f R _ ^  j a p o n i c u m  U S  D A  1 9 1  a n d  t e s t i n g  t h e s e  
t r a n s c o n j u g a n t s  o n  p l a n t s .  
E i g h t  o f  t w e n t y - t w o  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  a b l e  t o  f o r m  
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n o d u l e s  o n  b o t h  S i r a t r o  a n d  s o y b e a n  p l a n t s .  T h e s e  
t r a n s c o n j u g a n t s  c o n t a i n e d  d i f f e r e n t  d e l e t i o n s  o f  t h e  n o d  a n d  
n i  f  r e g i o n s  o f  p S y n i l 9 1 .  T o t a l  a n d  p l a s m i d  D N A  f r o m  t h e  N o d " * "  
a n d  f r o m  e i g h t  N o d "  s t r a i n s  w e r e  i s o l a t e d ,  d i g e s t e d  w i t h  t h e  
r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  H i n d i  I I ,  a n d  h y b r i d i z e d  w i t h  n o d  a n d  
n i  f  p r o b e s .  T w o  o f  t h e  e i g h t  d e l e t i o n  m u t a n t s  h a d  t h e  s a m e  
h y b r i d i z a t i o n  p r o f i l e  a s  w i l d  t y p e  U S D A 1 9 1 ,  f i v e  o f  t h e  
d e l e t i o n  m u t a n t s  w e r e  m i s s i n g  t h e  1 4 . 5 - k b  a n d  t h e  5 . 2 - k b  n o d  
H i n d i  I I  f r a g m e n t s ,  a n d  o n e  o f  t h e  d e l e t i o n  m u t a n t s  w a s  
m i s s i n g  o n l y  t h e  5 . 2 - k b  n o d  H i n d l l l  f r a g m e n t .  N o n e  o f  t h e  
d e l e t i o n  m u t a n t s  f i x e d  n i t r o g e n ,  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  s o m e  
e s s e n t i a l  f i x  g e n e  h a s  b e e n  d e l e t e d .  E v e n  t h o u g h  t w o  o f  t h e  
d e l e t i o n  m u t a n t s  h a d  t h e  s a m e  n i  f  h y b r i d i z a t i o n  p r o f i l e  a s  
w i l d  t y p e  U S D A 1 9 1 ,  t h e  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e  i s  o n l y  t h e  n i  f D M  
g e n e s  a n d  t h e r e  a r e  m a n y  o t h e r  g e n e s  t h a t  a r e  e s s e n t i a l  f o r  
n i t r o g e n  f i x a t i o n .  
T h e  N o d -  d e l e t i o n  m u t a n t s  e i t h e r  h a d  o n l y  t h e  1 2 . 5 - k b  
H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t  o r  n o  f r a g m e n t s  t h a t  h y b r i d i z e d  t o  t h e  
n o d  p r o b e ,  s u g g e s t i n g  t h a t  e i t h e r  t h e  6 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  
f r a g m e n t  i '  t h e  6 . 8 - k b  a n d  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  
a r e  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l a t i o n .  T o  p r o v e  t h a t  b o t h  f r a g m e n t s  
w e r e  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l a t i o n ,  a  c o s m i d  c l o n e  b a n k  o f  p l a s m i d  
D N A  f r o m  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  
c o s m i d  c l o n i n g  v e c t o r  p V K 1 0 2 .  A  c o s m i d  t h a t  c o n t a i n e d  t h e  
6 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t  w a s  c o n j u g a t e d  i n t o  s e v e r a l  N o d "  
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s t r a i n s  w i t h  a n d  w i t h o u t  t h e  1 2 . 5 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t .  
O n l y  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  w i t h  t h e  6 . 8 - k b  a n d  t h e  1 2 . 5 - k b  
H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  w e r e  a b l e  t o  f o r m  n o d u l e s .  T h e  6 . 8 - k b  
H i n d i 1 1  n o d  f r a g m e n t  w a  s  s u  b e  1  o n e d  i n  t h e  v e c t o r  p V  K 1 0 2  t o  
e l i m i n a t e  a n y  s e q u e n c e s  a d j a c e n t  t o  t h e  6 . 8 - k b  f r a g m e n t  t h a t  
m i g h t  h a v e  s o m e  u n d e t e c t e d  n o d u l a t i o n  f u n c t i o n  a n d  t h i s  
p l a s m i d  w a s  t r a n s f e r r e d  b a c k  i n t o  t h e  s a m e  N o d "  s t r a i n s .  
A g a i n ,  o n l y  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  w i t h  t h e  1 2 . 5 - k b  a n d  t h e  6 . 8 -
k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  f o r m e d  n o d u l e s .  T o  d e t e r m i n e  i f  
t h e i r  w e r e  a n y  s e q u e n c e s  p r e s e n t  i n  t h e  N o d "  p a r e n t s  t h a t  d i d  
n o t  h y b r i d i z e  w i t h  t h e  ^  m e l i l o t i  n o d  p r o b e ,  b u t  w e r e  
n e c e s s a r y  f o r  n o d u l e  f o r m a t i o n ,  t h e  6 . 8 - k b  a n d  t h e  1 2 . 5 - k b  
H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  w e r e  s u b c l o n e d  t o g e t h e r  i n  p V K 1 0 2  a n d  
t r a n s f e r r e d  i n t o  S y m  p l a s m i d  c u r e d  s t r a i n s  o f  R .  
l e q u m i n o s a r u m ,  R .  t r i f o l i i ,  a n d  ^  p h a s e o l i .  N o d u l e s  w e r e  
f o r m e d  i n  ^  t r i  f o l i  i  t r a n s c o n j u g a n t s  c o n t a i n i n g  t h e  1 2 . 5 - k b  
a n d  t h e  6 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t s  f r o m  ^  j a p o n i c u m  
U S D A 1 9 1  p r o v i n g  t h a t  t h e s e  f r a g m e n t s  a r e  n e c e s s a r y  f o r  n o d u l e  
f o r m a t i o n .  
T h e s e  d a t a  a r e  i n  c o n t r a s t  t o  t h a t  f o u n d  f o r  R .  
j a p o n i c u m  s t r a i n s  U S D A 1 9 3  a n d  U S D A 2 0 1 ,  o t h e r  f a s t - g r o w i n g  
s t r a i n s  t h a t  n o d u l a t e ,  b u t  d o  n o t  f i x  n i t r o g e n  o n  N o r t h  
A m e r i c a n  s o y b e a n  c u l t i v a r s .  O l s o n  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  o b s e r v e d  
t h a t  a  N o d "  p h e n o t y p e  r e s u l t e d  f r o m  t h e  l o s s  o f  t h e  1 1 . 3 - k b  
E c o R I  f r a g m e n t  f r o m  s t r a i n  U S D A 2 0 1  ( t h e  1 1 . 3 - k b  E c o R I  
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f r a g m e n t  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  5 . 2 - k b  H i n d i  I I  f r a g m e n t ) .  
P r a k a s h  e t  a l .  ( u n p u b l i s h e d  r e s u l t s .  D e p t .  o f  G e n e t i c s ,  I o w a  
S t a t e  U n i v . )  f o u n d  t h a t  c l o n e s  f r o m  s t r a i n  U S D A 1 9 3  c o n t a i n i n g  
t h e  2 . 8 - k b  E c o R I  a n d  t h e  5 . 2 - k b  H i n d i  I I  f r a g m e n t s  e n a b l e d  A .  
t u m e f a c i e n s  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n s .  T h e r e  a r e  t w o  
p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h e s e  d i f f e r e n c e s ;  1 )  t h e  f u n c t i o n  
o f  t h e  d i f f e r e n t  f r a g m e n t s  m a y  b e  r e l a t e d  t o  t h e  o b s e r v a t i o n  
t h a t  s t r a i n  U S D A 1 9 1  w i l l  n o d u l a t e  a n d  f i x  n i t r o g e n  o n  N o r t h  
A m e r i c a n  s o y b e a n  c u l t i v a r s ,  w h e r e a s  s t r a i n s  U S D A 1 9 3  a n d  
U S D A 2 0 1  w i l l  n o t ,  a n d  2 )  t h e r e  m a y  b e  a l t e r n a t e  p a t h w a y s  f o r  
t h e  b a c t e r i u m  t o  i n f e c t  a  p l a n t  a n d  t o  i n d u c e  n o d u l e  
f o r m a t i o n .  T o  d e t e r m i n e  i f  t h e  a n  a l t e r n a t e  p a t h w a y  e x i s t s  
i n  s t r a i n  U S D A 1 9 1 ,  t h e  5 . 2 - k b  H i n d i  1 1  n o d  f r a g m e n t  a n d  t h e  
6 . 8 - k b  H i n d l l l  n o d  f r a g m e n t  ( w h i c h  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  2 . 8 - k b  
E c o R I  f r a g m e n t )  w e r e  s u b c l o n e d  i n  t h e  v e c t o r  p V K 1 0 2  a n d  
t r a n s f e r r e d  t o  S y m  p l a s m i d  c u r e d  s t r a i n s  o f  ^  1 e q u m i n o s a r u m ,  
R .  t r i  f o l  i  i  ,  a n d  R ^  p h a s e o l i  a n d  t o  a  N o d "  N i f ~  R _ ^  j a p o n i  c u m  
U S D A 1 9 1  s t r a i n .  N o n e  o f  t h e  t r a n s c o n j u g a n t s  w e r e  a b l e  t o  
f o r m  n o d u l e s  o n  s o y b e a n s .  E v e n  t h o u g h  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n  
U S D A 1 9 1  i s  a  f a s t - g r o w i n g  s t r a i n ,  i t  a p p e a r s  t o  b e  d i f f e r e n t  
f r o m  t h e  r e s t  o f  t h e  f a s t - g r o w i n g  ^  j a p o n i c u m  s t r a i n s  t h a t  
w e r e  i s o l a t e d  i n  t h e  P e o p l e s '  R e p u b l i c  o f  C h i n a .  T h i s  i s  n o t  
u n e x p e c t e d  b e c a u s e  o f  t h e  a b i l i t y  o f  s t r a i n  U S D A 1 9 1  t o  
e f f e c t i v e l y  n o d u l a t e  N o r t h  A m e r i c a n  s o y b e a n  c u l t i v a r s .  I n  
t h i s  a s p e c t ,  i t  a p p e a r s  t o  b e  m o r e  s i m i l a r  t o  t h e  s l o w -
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g r o w i n g  R .  j a p o n i c u m  s p e c i e s .  T h i s  s t r a i n  s h o u l d  p r o v e  v e r y  
v a l u a b l e  i n  a n s w e r i n g  t h e  q u e s t i o n s  a b o u t  t h e  d i f f e r e n c e s  
b e t w e e n  t h e  f a s t -  a n d  s l o w - g r o w i n g  R h i z o b i u m  a n d  w i l l  
p r o b a b l y  p r o v e  t o  b e  d i s t a n t l y  r e l a t e d  t o  b o t h .  
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s y m b i o t i c  m u t a t i o n s  i n  R h i z o b i u m  m e l i l o t i .  J .  B a c t e r i o l .  
1 5 3 : 6 3 5 - 6 4 3 .  
G r u n s t e i n ,  M .  a n d  D .  S .  H o g n e s s .  1 9 7 5 .  C o l o n y  
h y b r i d i z a t i o n :  A  m e t h o d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  c l o n e d  D N A s  
t h a t  c o n t a i n  a  s p e c i f i c  g e n e .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  
U . S . A .  7 2 : 3 9 6 1 - 3 9 6 5 .  
H a a s ,  D .  a n d  B .  W .  H o l l o w a y .  1 9 7 6 .  R  f a c t o r  v a r i a n t s  w i t h  
e n h a n c e d  s e x  f a c t o r  a c t i v i t y  i n  P s e u d o m o n a s  a e r u q i  n o s a .  
M o l .  G e n .  G e n e t .  1 4 4 : 2 4 3 - 2 5 1 .  
H a m a d a ,  S .  E . ,  J .  P .  L u c k e y ,  a n d  S .  K .  F a r r a n d .  1 9 7 9 .  R -
p l a s m i d - m e d i a t e d  c h r o m o s o m a l  g e n e  t r a n s f e r  i n  
A q r o b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s .  J .  B a c t e r i o l .  1 3 9 : 2 8 0 - 2 8 6 .  
H a t t o r i ,  J .  a n d  0 .  A .  J o h n s o n .  1 9 8 4 .  F a s t - g r o w i n g  R h i z o b i u m  
j a p o n i c u m  t h a t  e f f e c t i v e l y  n o d u l a t e s  s e v e r a l  c o m m e r c i a T "  
G l y c i n e  m a x  L .  M e r r i l l  c u l t i v a r s .  A p p l  .  E n v i r o n .  
M i c r o b i o l .  4 8 : 2 3 4 - 2 3 5 .  
H e r o n ,  D .  S .  a n d  S .  G .  P u e p p k e .  1 9 8 4 .  M o d e  o f  i n f e c t i o n ,  
n o d u l a t i o n  s p e c i f i c i t y ,  a n d  i n d i g e n o u s  p l a s m i d s  o f  1 1  
f a s t - g r o w i n g  R h i z o b i u m  j a p o n i u c m  s t r a i n s .  J .  B a c t e r i o l .  
1 6 0 : 1 0 6 1 - 1 0 6 6 .  
H i r s c h ,  A .  M . ,  K .  J .  W i l s o n ,  J .  D .  G .  J o n e s ,  M .  B a n g ,  V .  V .  
W a l k e r  a n d  F .  M .  A u s u b e l .  1 9 8 4 .  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  
n o d u l a t i o n  g e n e s  a l l o w  A g r o b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s  a n d  
E s c h e r i c h i a  c o l i  t o  f o r m  n o d u l e s  o n  a l f a l f a .  J .  
B a c t e r i o l .  1 5 8 : 1 1 3 3 - 1 1 4 3 .  
H i r s c h ,  A .  M . ,  D .  D r a k e ,  T .  W .  J a c o b s ,  a n d  S .  R .  L o n g .  1 9 8 5 .  
N o d u l e s  a r e  i n d u c e d  o n  a l f a l f a  r o o t s  b y  A q r o b a c t e r i u m  
t u m e f a c i e n s  a n d  R h i z o b i u m  t r i  f o l i i  c o n t a i n i n g  s m a l l  
s e g m e n t s  o f  t h e  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  n o d u l a t i o n  r e g i o n .  J .  
B a c t e r i o l .  1 6 1 : 2 2 3 - 2 3 0 .  
1 8 0  
H i r s c h ,  P .  R . ,  M .  V a n  M o n t a g u ,  A .  W .  B .  J o h n s t o n ,  N .  J .  
B r e w i n ,  a n d  J .  S c h e l l .  1 9 8 0 .  P h y s i c a l  i d e n t i f i c a t i o n  o f  
b a c t e r i o c i n o g e n i c ,  n o d u l a t i o n  a n d  o t h e r  p l a s m i d s  i n  
s t r a i n s  o f  R h i z o b i u m  1 e q u m i n o s a r u m .  J .  G e n .  M i c r o b i o l .  
1 2 0 : 4 0 3 - 4 1 2 .  
H o l l o w a y ,  B .  W .  1 9 7 9 .  P l a s m i d s  t h a t  m o b i l i z e  b a c t e r i a l  
c h r o m o s o m e .  P l a s m i d  2 : 1 - 1 9 .  
H o l m e s ,  D .  S .  a n d  M .  Q u i g l e y .  1 9 8 1 .  A  r a p i d  b o i l i n g  m e t h o d  
f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  b a c t e r i a l  p l a s m i d s .  A n a l .  B i o c h e m .  
1 1 4 : 1 9 3 - 1 9 5 .  
H o r n ,  S .  S .  M . ,  S .  L .  U r a t s u ,  a n d  F .  H o a n g .  1 9 8 4 .  T r a n s p o s o n  
T n 5 - i n d u c e d  m u t a g e n e s i s  o f  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m  y i e l d i n g  a  
w i ï ï e  v a r i e t y  o f  m u t a n t s .  J .  B a c t e r i o l .  1 5 9 : 3 3 5 - 3 4 0 .  
H o m b r e c h e r ,  G . ,  N .  J .  B r e w i n ,  a n d  A .  W .  B .  J o h n s t o n .  1 9 8 1 .  
L i n k a g e  o f  g e n e s  f o r  n i t r o g e n a s e  a n d  n o d u l a t i o n  a b i l i t y  o n  
p l a s m i d s  i n  R h i z o b i u m  1 e q u m i  n o s a r u m  a n d  R h i z o b i u m  
p h a s e o l i .  M o T !  G e n .  G e n e t .  1 8 2 : 1 3 3 - 1 3 6 .  
H o o y k a a s ,  P .  J .  J . ,  A .  A .  N .  v a n  B r u s s e l ,  H .  d e n  D u l k - R a s ,  G .  
M .  S .  v a n  S l o g t e r e n ,  a n d  R .  A .  S c h i 1 p e r o o r t .  1 9 8 1 .  S y m  
p l a s m i d  o f  R h i z o b i u m  t r i  f o l i i  e x p r e s s e d  i n  d i f f e r e n t  
r h i z o b i a l  s p e c i e s  a n d  A g r o b a c t e r i u m  t u m e  f a c i  e n s .  N a t u r e  
( L o n d o n )  2 9 1 : 3 5 1 - 3 5 3 .  
H o o y k a a s ,  P .  J .  J . ,  H .  d e n  D u l k - R a s ,  a n d  R .  A .  S c h i l p e r o o r t .  
1 9 8 2 a .  M e t h o d  f o r  t h e  t r a n s f e r  o f  l a r g e  c r y p t i c ,  n o n -
s e l f -  t r a n s m i  s s i  b l  e  p l a s m i d s :  E x  p l a n t a  t r a n s f e r  o f  t h e  
v i r u l e n c e  p l a s m i d  o f  A g r o b a c t e r i u m  r h i z o q e n e s .  P l a s m i d  
8 : 9 4 - 9 6 .  
H o o y k a a s ,  P .  J .  J . ,  R .  P e e r b o l t e ,  A .  J .  6 .  R e g e n s b u r g - T u i n k ,  
P .  d e V r i e s ,  a n d  R .  A .  S c h i l p e r o o r t .  1 9 8 2 b .  A  c h r o m o s o m a l  
l i n k a g e  m a p  o f  A g r o b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s  a n d  a  c o m p a r i s o n  
w i t h  t h e  m a p s  o f  R h i z o b i u m  s p p .  M o l .  G e n .  G e n e t .  1 8 8 : 1 2 -
1 7 .  
H o o y k a a s ,  P .  J .  J . ,  F .  B .  M .  S n i j d e w i n t ,  a n d  R .  A .  
S c h i l p e r o o r t .  1 9 8 2 c .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  S y m  p l a s m i d  
o f  R h i z o b i u m  1 e q u m i  n o s a r u m  s t r a i n  1 0 0 1  a n d  i t s  t r a n s f e r  t o  
a n d  e x p r e s s i o n  i n  o t h e r  R h i z o b i a  a n d  A g r o b a c t e r i u m  
t u m e f a c i e n s .  P l a s m i d  8 : 7  3 - 8 2 .  
J a c o b s ,  T .  W . ,  T .  T .  E g e l h o f f ,  a n d  S .  R .  L o n g .  1 9 8 5 .  
P h y s i c a l  a n d  g e n e t i c  m a p  o f  a  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  
n o d u l a t i o n  g e n e  r e g i o n  a n d  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  n o d C .  
J .  B a c t e r i o l .  1 6 2 : 4 6 9 - 4 7 5 .  
1 8 1  
J a n s e n  v a n  R e n s b u r g ,  H . ,  B .  W .  S t r i j d o m ,  a n d  C .  J .  O t t o .  
1 9 8 3 .  E f f e c t i v e  n o d u l a t i o n  o f  s o y b e a n s  b y  f a s t - g r o w i n g  
s t r a i n s  o f  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m .  S .  A f r .  J .  S c i .  7 9 : 2 5 1 -
2 5 2  .  
J o h n s o n ,  S .  R .  a n d  W .  R .  R o m i g .  1 9 7 9 .  T r a n s p o s o n - f a c i l i t a t e d  
r e c o m b i n a t i o n  i n  V i b r i o  c h o l e r a e .  M o l .  G e n .  G e n e t .  
1 7 0 : 9 3 - 1 0 1 .  
J o h n s t o n ,  A .  W .  B .  a n d  J .  E .  B e r i n g e r .  1 9 7 7 .  C h r o m o s o m a l  
r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  R h i z o b i u m  s p e c i e s .  N a t u r e  2 6 7 : 6 1 1 -
6 1 3 .  
J o h n s t o n ,  A .  W .  B . ,  J .  L .  B e n y o n ,  A .  V .  B u c h a n a n - W o l 1 a s t o n ,  
S .  M .  S e t c h e l l ,  P .  R .  H i r s c h ,  a n d  J .  E .  B e r i n g e r .  1 9 7 8 .  
H i g h  f r e q u e n c y  t r a n f e r  o f  n o d u l a t i n g  a b i l i t y  b e t w e e n  
s t r a i n s  a n d  s p e c i e s  o f  R h i z o b i u m .  N a t u r e  ( L o n d o n )  
2 7 6 : 6 3 5 - 6 3 6 .  
J o r d a n ,  D .  C .  1 9 8 2 .  T r a n s f e r  o f  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m  
b u c h a n o n  1 9 8 0  t o  B r a d y r h i z o b i u m  g e n .  n o v . ,  a  g e n u s  o f  
s l o w - g r o w i n g ,  r o o t  n o d u l e  b a c t e r i a  f r o m  l e g u m i n o u s  p l a n t s .  
I n t .  J .  S y s t .  B a c t e r i o l .  3 2 : 1 3 6 - 1 3 9 .  
J u l l i o t ,  J .  S . ,  I .  D u s h a ,  M .  H .  R e n a l i e r ,  B .  T e r z a g h i ,  A .  M .  
G a r n e r o n e ,  a n d  P .  B o i s t a r d ,  1 9 8 4 .  - A n  R P 4 - p r i m e  
c o n t a i n i n g  a  2 8 5  k b  f r a g m e n t  o f  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  p S y m  
m e g a p l a s m i d :  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  u t i l i z a t i o n  
f o r  g e n e t i c  s t u d i e s  o f  s y m b i o t i c  f u n c t i o n s  c o n t r o l l e d  b y  
p S y m .  M o l .  G e n .  G e n e t .  1 9 3 : 1 7 - 2 6 .  
K a l u z a ,  K . ,  M .  F u h r m a n n ,  M .  H a h n ,  B .  R e g e n s b u r g e r ,  a n d  H .  
H e n n e c k e .  1 9 8 3  .  I n  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m  t h e  n i t r o g e n a s e  
g e n e s  n i f H  a n d  n i f D K  a r e  s e p a r a t e d .  J .  B a c t e r i o l .  
1 5 5 : 9 1 5 - 9 1 8 .  
K e y s e r ,  H .  H . ,  B .  B .  B o h l o o l ,  T .  S .  H u ,  a n d  D .  F .  W e b e r .  
1 9 8 2 .  F a s t - g r o w i n g  R h i z o b i a  i s o l a t e d  f r o m  r o o t  n o d u l e s  o f  
s o y b e a n .  S c i e n c e  2 1 5 : 1 6 3 1 - 1 6 3 2 .  
K l e c k n e r ,  N . ,  J .  R o t h ,  a n d  D .  B o t s t e i n .  1 9 7 7 .  G e n e t i c  
e n g i n e e r i n g  J _ n  v i v o  u s i n g  t r a n s i  o c a t a b l  e  d r u g - r e s i s t a n c e  
e l e m e n t s .  J .  M o l ,  B i o l .  1 1 6 : 1 2 5 - 1 5 9 .  
K n a u f ,  V .  a n d  E .  N e s t e r .  1 9 8 2 .  W i d e  h o s t  r a n g e  c l o n i n g  
v e c t o r s :  a  c o s m i d  c l o n e  b a n k  o f  a n  A g r o b a c t e r i u m  T i  
p l a s m i d .  P l a s m i d  8 : 4 5 - 5 4 .  
1 8 2  
K o n d o r o s i ,  A . ,  G .  B .  K i s s ,  T .  F o r r a i ,  E .  V i n c z e ,  a n d  Z .  
B a n f a l v i .  1 9 7 7 .  C i r c u l a r  l i n k a g e  m a p  o f  R h i z o b i u m  
m e l i l o t i  c h r o m o s o m e .  N a t u r e  ( L o n d o n )  2 6 8  : 5 2 5 - 5 2 7  .  
K o n d o r o s i ,  A . ,  E ,  K o n d o r o s i ,  C .  E .  P a n k h u r s t ,  W .  J .  
B r o u g h t o n ,  a n d  Z .  B a n f a l v i .  1 9 8 2 .  M o b i l i z a t i o n  o f  a  
R h i z o b i u m  m e l i l o t i  m e g a p l a s m i d  c a r r y i n g  n o d u l a t i o n  a n d  
n i t r o g e n  f i x a t i o n  g e n e s  i n t o  o t h e r  R h i z o b i a  a n d  
A g r o b a c t e r i u m .  M o l .  G e n .  G e n e t .  1 8 8 : 4 3 3 - 4 3 9 .  
K o n d o r o s i ,  A . ,  E .  K o n d o r o s i ,  Z .  B a n f a l v i ,  W ,  J .  B r o u g h t o n ,  C .  
E .  P a n k h u r s t ,  G .  S .  R a n d h a w a ,  C . -  H .  W o n g ,  a n d  J .  S c h e l l .  
1 9 8 3 .  A n a l y s i s  o f  s y m b i o t i c  n i t r o g e n  f i x a t i o n  g e n e s  
c a r r i e d  b y  t h e  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  m e g a p l a s m i d .  P a g e s  5 5 -
6 3  j _ n  A .  P u h l e r ,  e d .  M o l e c u l a r  G e n e t i c s  o f  t h e  b a c t e r i a l -
p l a n t  i n t e r a c t i o n .  S p r i n g e r - V e r l a g  ,  B e r l i n - H e i d e l b e r g - N e w  
Y o r k .  
K o n d o r o s i ,  E . ,  Z .  B a n f a l v i ,  a n d  A .  K o n d o r o s i .  1 9 8 4 .  
P h y s i c a l  a n d  g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  a  s y m b i o t i c  r e g i o n  o f  
R h i z o b i u m  m e l i l o t i :  I d e n t i f i c a t i o n  o f  n o d u l a t i o n  g e n e s .  
M o l .  G e n .  G e n e t .  1 9 3 : 4 4 5 - 4 5 2 .  
L a m b ,  J .  W . ,  G .  H o m b r e c h e r ,  a n d  A .  W .  B .  J o h n s t o n .  1 9 8 2 .  
P l a s m  i d - d e t e r m i n e d  n o d u l a t i o n  a n d  n i t r o g e n  f i x a t i o n  
a b i l i t i e s  i n  R h i z o b i u m  p h a s e o l i .  M o l .  G e n .  G e n e t .  
1 8 6 : 4 4 9 - 4 5 2 .  
L o n g ,  S .  L . ,  W .  J .  B u i k e m a ,  a n d  F .  M .  A u s u b e l .  1 9 8 2 .  
C l o n i n g  o f  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  n o d u l a t i o n  g e n e s  b y  d i r e c t  
c o m p l e m e n t a t i o n  o f  N o d "  m u t a n t s .  N a t u r e  ( L o n d o n )  2 9 8 : 4 8 5 -
4 8 8 .  
M a l i k ,  N .  S .  A . ,  M .  K .  P e n c e ,  H .  E .  C a l v e r t ,  a n d  W .  D .  B a u e r .  
1 9 8 4 .  R h i z o b i u m  i n f e c t i o n  a n d  n o d u l e  d e v e l o p m e n t  i n  
s o y b e a n  a r e  a f f e c t e d  b y  e x p o s u r e  o f  t h e  c o t y l e d o n s  t o  
l i g h t .  P l a n t  P h y s i o l .  7 5 : 9 0 - 9 4 .  
M a n i  a t  i s .  T . ,  E .  F .  F r i t s c h ,  a n d  J .  S a m b r o o k .  1 9 8 2 a .  
M i n i  g e l s .  P a g e  1 6 3  i _ n  T .  M a n i a t i s ,  E .  F .  F r i t s c h ,  a n d  J .  
S a m b r o o k ,  e d s .  M o l e c u l a r  c l o n i n g ,  a  l a b o r a t o r y  m a n u a l .  
C o l d  S p r i n g  H a r b o r  P r e s s ,  C o l d  S p r i n g  H a r b o r ,  N e w  Y o r k .  
M a n i a t i s ,  T . ,  E .  F .  F r i t s c h ,  a n d  J .  S a m b r o o k .  1 9 8 2 b .  
S o u t h e r n  t r a n s f e r .  P a g e s  3 8 2 - 3 8 9  j _ n  T .  M a n i a t i s ,  E . F .  
F r i t s c h ,  a n d  J .  S a m b r o o k ,  e d s .  M o l e c u l a r  C l o n i n g ,  A  
L a b o r a t o r y  M a n u a l .  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  P r e s s ,  C o l d  S p r i n g  
H a r b o r ,  N e w  Y o r k .  
1 8 3  
M a s t e r s o n ,  R .  V .  1 9 8 4 .  M o l e c u l a r  g e n e t i c  s t u d i e s  o f  D N A : D N A  
r e l a t e d n e s s  a n d  s y m b i o t i c  g e n e s  o f  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m .  
U n p u b l i s h e d  P h . D .  d i s s e r t a t i o n .  I o w a  S t a t e  U n i v e r s i t y . ,  
A m e s ,  I A  
M a s t e r s o n ,  R .  V . ,  P .  R .  R u s s e l l ,  a n d  A .  G .  A t h e r l y .  1 9 8 2 .  
N i t r o g e n  f i x a t i o n  ( n  i  f )  g e n e s  a n d  l a r g e  p l a s m i d s  o f  
R h i z o b i u m  j a p o n i c u m .  J .  B a c t e r i o l .  1 5 2 : 9 2 8 - 9 3 1 .  
M e a d e ,  H .  M .  a n d  E .  R .  S i g n e r .  1 9 7 7 .  G e n e t i c  m a p p i n g  o f  
R h i z o b i u m  m e l i l o t i .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U .  S .  A .  
7 Î : I Ï Ï 7 6 - 2 0 7 8 .  
M e a d e ,  H .  M . ,  S .  R .  L o n g ,  G .  B .  R u v k u n ,  S .  E .  B r o w n ,  a n d  F .  
M .  A u s u b e l .  1 9 8 2 .  P h y s i c a l  a n d  g e n e t i c  c h a r a c t e r i z a t i o n  
o f  s y m b i o t i c  a n d  a u x o t r o p h i c  m u t a n t s  o f  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  
i n d u c e d  b y  t r a n s p o s o n  T m u t a g e n e s i s .  J .  B a c t e r i o T .  
1 4 9 : 1 1 4 - 1 2 2 .  
M e g i a s ,  M . ,  M .  A .  C a v i e d e s ,  A .  J .  P a l o m a r e s  a n d  J .  P e r e z -
S i l v a .  1 9 8 2 .  U s e  o f  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  f o r  c o n s t r u c t i n g  a  
c i r c u l a r  l i n k a g e  m a p  o f  t h e  R h i z o b i u m  t r i  f o l i  i  c h r o m o s o m e .  
J .  B a c t e r i o l .  1 4 9 : 5 9 - 6 4 .  
M o r r i s ,  D .  W .  a n d  B .  A .  R o t h .  1 9 8 4 .  T r a n s f o r m a t i o n  o f  E .  
c 0 1  i .  P a g e s  3 5 - 3 6  j _ n  D .  W .  M o r r i s  a n d  B .  A .  R o t h .  A  
m a n u a l  f o r  e x p e r i m e n t s  i n  g e n e t i c  e n g i n e e r i n g .  I o w a  S t a t e  
U n i v e r s i t y ,  A m e s ,  I o w a .  
M o r r i s o n ,  N .  A . ,  Y .  H .  C e n ,  H . C .  C h e n ,  J .  P l a z i n s k i ,  R .  
R i d g e ,  a n d  B .  G .  R o l f e .  1 9 8 4 .  M o b i l i z a t i o n  o f  a  s y m  
p l a s m i d  f r o m  a  f a s t - g r o w i n g  c o w p e a  R h i z o b i u m  s t r a i n .  J .  
B a c t e r i o l .  1 6 0 : 4 8 3 - 4 8 7 .  
N e w c o m b ,  W .  1 9 8 1 .  N o d u l e  m o r p h o g e n e s i s  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n .  
I n t .  R e v .  C y t o l .  S u p p l .  1 3 : 2 4 7 - 2 9 7 .  
N u t i ,  M .  P . ,  A .  A .  L e p i d i ,  R .  K .  P r a k a s h ,  R .  A .  S c h i 1 p e r o o r t ,  
a n d  F .  C .  C a n n o n .  1 9 7 9 .  E v i d e n c e  f o r  n i t r o g e n  f i x a t i o n  
(  n  i  f  )  g e n e s  o n  i n d i g e n o u s  R h i z o b i u m  p l a s m i d s .  N a t u r e  
( L o n d o n )  2 8 2 : 5 3 3 - 5 3 5 .  
N u t m a n ,  P .  S .  1 9 5 2 .  S t u d i e s  o n  t h e  p h y s i o l o g y  o f  n o d u l e  
f o r m a t i o n .  I I I .  E x p e r i m e n t s  o n  t h e  e x c i s i o n  o f  r o o t  t i p s  
a n d  n o d u l e s .  A n n .  B o t .  N .  S .  1 6 : 7 9 - 1 0 1 .  
O l s o n ,  E .  R . ,  M .  J .  S a d o w s k y ,  a n d  D .  P .  S .  V e r m a .  1 9 8 5 .  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  g e n e s  i n v o l v e d  i n  t h e  R h i z o b i u m - l e g u m e  
s y m b i o s i s  b y  m u - d l  ( K a n ,  l a c )  - g e n e r a t e d  t r a n s c r i p t i o n  
f u s i o n s .  B i o t e c h n o l o g y  2 : 1 4 3 - 1 4 9 .  
1 8 4  
P i s c h l ,  D .  L .  a n d  S .  K .  F a r r a n d .  1 9 8 3 .  T r a n s p o s o n -
f a c i l i t a t e d  c h r o m o s o m e  m o b i l i z a t i o n  i n  A g r o b a c t e r i u m  
t u m e f a c i e n s .  J .  B a c t e r i o l .  1 5 3 : 1 4 5 1 - 1 4 6 0 .  
P i s c h l ,  D .  L .  a n d  S .  K .  F a r r a n d .  1 9 8 4 .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  
t r a n s p o s o n  T n ^ - . . f a c i  1  i t a t e d  d o n o r  s t r a i n s  a n d  d e v e l o p m e n t  
o f  a  c h r o m o s o m a l  l i n k a g e  m a p  f o r  A g r o b a c t e r i u m  
t u m e f a c i e n s .  J .  B a c t e r i o l .  1 5 9 : 1 - 8 .  
P r a k a s h ,  R .  K . ,  R .  A .  S c h i l p e r o o r t ,  a n d  M .  P .  N u t i  .  1 9 8 1 .  
L a r g e  p l a s m i d s  o f  f a s t - g r o w i n g  R h i z o b i a :  H o m o l o g y  s t u d i e s  
a n d  l o c a t i o n  o f  s t r u c t u r a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n  ( n  i  f )  g e n e s .  
J .  B a c t e r i o l  .  1 4 5  : 1 1 2 9 - 1 1 3 6 .  
P r a k a s h ,  R .  K .  a n d  A .  G .  A t h e r l y .  1 9 8 4 .  R e i t e r a t i o n  o f  
g e n e s  i n v o l v e d  i n  s y m b i o t i c  n i t r o g e n  f i x a t i o n  b y  f a s t -
g r o w i n g  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m .  J .  B a c t e r i o l .  1 6 0 : 7 8 5 - 7 8 7 .  
P u t n o k y ,  P . ,  G .  B .  K i s s ,  I .  O t t ,  a n d  A ,  K o n d o r o s i .  1 9 8 3 .  
T c a r r i e s  a  s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  d e t e r m i n a n t  
d o w n s t r e a m  f r o m  t h e  k a n a m y c i n  r e s i s t a n c e  g e n e .  M o l .  G e n .  
G e n e t ,  1 9 1 : 2 8 8 - 2 9 4 .  
R i g b y ,  W .  J .  P . ,  M .  D i e c k m a n n ,  C .  R h o d e s ,  a n d  P .  B e r g .  1 9 7 7 .  
L a b e l i n g  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  t o  h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  
i  n  v  i  t r o  b y  n i c k  t r a n s l a t i o n  w i t h  D N A  p o l y m e r a s e  I .  J .  
M o l .  B i o l .  1 1 3 : 2 3 7 - 2 5 1 .  
R o l f e ,  B .  G . ,  P .  M .  G r e s s h o f f ,  a n d  J .  S h i n e .  1 9 8 0 .  R a p i d  
s c r e e n i n g  f o r  s y m b i o t i c  m u t a n t s  o f  R h i z o b i u m  a n d  w h i t e  
c l o v e r .  P l a n t  S c i .  L e t t .  1 9 : 2 7 7 - 2 8 4 .  
R o s e n b e r g ,  C . ,  F .  C a s s e - D e l b a r t ,  I .  D u s h a ,  M .  D a v i d ,  a n d  C .  
B o u c h e r .  1 9 8 2 .  M e g a p l a s m i d s  i n  t h e  p l a n t - a s s o c i a t e d  
b a c t e r i a  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  a n d  P s e u d o m o n a s  s o l a n a c e a r u m .  
J .  B a c t e r i o l .  1 5 0 : 4 0 2 - 4 0 6 .  
R o s t a s ,  K . ,  P .  R .  S i s t a ,  J .  S t a n l e y ,  a n d  D .  P .  S .  V e r m a .  
1 9 8 4 .  T r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  o f  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m .  
M o l .  G e n .  G e n e t .  1 9 7 : 2 3 0 - 2 3 5 .  
R u i z - S a i n z ,  J .  E . ,  M .  R .  C h a n d l e r ,  R .  J i m e n e z - D i a z ,  a n d  J .  E .  
B e r i n g e r .  1 9 8 4 .  T r a n s f e r  o f  a  h o s t  r a n g e  p l a s m i d  f r o m  
R h i z o b i u m  l e q u m i n o s a r u m  t o  f a s t - g r o w i n g  b a c t e r i a  t h a t  
n o d u l a t e  s o y b e a n s .  J .  A p p l .  B a c t e r i o l .  5 7 : 3 0 9 - 3 1 5 .  
R u v k u n ,  G .  B .  a n d  F .  M .  A u s u b e l .  1 9 8 0 .  I n t e r s p e c i e s  
h o m o l o g y  o f  n i t r o g e n a s e  g e n e s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  
U . S . A .  7 7 : 1 9 1 - 1 9 5 .  
1 8 5  
S e  h o  f i  e l d ,  P .  R . ,  M .  A .  D j o r d j e v i c ,  B .  G .  R o 7 f e ,  J .  S h i n e ,  
a n d  J .  M .  W a t s o n .  1 9 8 3 .  A  m o l e c u l a r  l i n k a g e  m a p  o f  
n i t r o g e n a s e  a n d  n o d u l a t i o n  g e n e s  i n  R h i z o b i u m  t r i  f o l i  i .  
M o l .  G e n .  G e n e t .  1 9 2 : 4 5 9 - 4 6 5 .  
S c h o f i e l d ,  P .  R . ,  R .  W .  R i d g e ,  B .  G .  R o l f e ,  J .  S h i n e ,  a n d  J .  
M .  W a t s o n .  1 9 8 4 .  H o s t - s p e c i f i c  n o d u l a t i o n  i s  e n c o d e d  o n  
a  1 4 k b  D M A  f r a g m e n t  i n  R h i z o b i u m  t r i  f o l i  i .  P l a n t  M o l e c .  
B i o l .  3 : 3 - 1 1 .  
S c h o l i a ,  M . H .  a n d  G .  H .  E l k a n .  1 9 8 4 .  R h i z o b i u m  f r e d i i  s p .  
n o v . ,  a  f a s t - g r o w i n g  s p e c i e s  t h a t  e f f e c t i v e l y  n o d u T a t e s  
s o y b e a n s .  I n t .  J .  S y s t .  B a c t e r i o l .  3 4 : 2 8 3 - 2 8 5 .  
S c o t t ,  D .  B .  a n d  C .  W .  R o n s o n .  1 9 8 2 .  I d e n t i f i c a t i o n  a n d  
m o b i l i z a t i o n  b y  c o i n t e g r a t e  f o r m a t i o n  o f  a  n o d u l a t i o n  
p l a s m i d  i n  R h i z o b i u m  t r i  f o l i i .  J .  B a c t e r i o l .  1 5 1 : 3 5 - 4 3  .  
S i m o n ,  R . ,  U .  P r i e f e r ,  a n d  A .  P u h l e r .  1 9 8 3 .  A  b r o a d  h o s t  
r a n g e  m o b i l i z a t i o n  s y s t e m  f o r  j _ n  v i v o  g e n e t i c  e n g i n e e r i n g :  
t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  i n  g r a m  n e g a t i v e  b a c t e r i a .  
B i o t e c h n o l o g y  1 : 7 8 4 - 7 9 1 .  
S t e r n b e r g ,  N . ,  0 .  T i e m e i e r ,  a n d  L .  E n q u i s t .  1 9 7 7  .  j _ n  v  i  t r o  
p a c k a g i n g  o f  a  v e c t o r  c o n t a i n i n g  E c o R I  D N A  f r a g m e n t s  o f  
E s c h e r i c h i a  c o l i  a n d  p h a g e  P I .  G e n e  1 : 2 5 5 - 2 8 0 .  
S  t o w e r s ,  M .  D .  a n d  A .  R .  J .  E a g l e s h a m .  1 9 8 4 .  P h y s i o l o g i c a l  
a n d  s y m b i o t i c  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  f a s t - g r o w i n g  R h i z o b i u m  
j a p o n i  c u m .  P l a n t  S o i l  7 7 : 3 3 - 1 4 .  
S u t t o n ,  B .  C .  S . ,  J .  S t a n l e y ,  M .  G .  Z e l e c h o w s k a ,  a n d  D .  P .  S .  
V e r m a .  1 9 8 4 .  I s o l a t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  o f  R h i z o b i u m  
j a p o n i  c u m  c l o n e d  D N A  e n c o d i n g  a n  e a r l y  s o y b e a n  n o d u l a t i o n  
f u n c t i o n .  J .  B a c t e r i o l .  1 5 8 : 9 2 0 - 9 2 7 .  
T o r o k .  I . ,  E .  K o n d o r o s i ,  T .  S t e p k o w s k i ,  J .  P o s f a i ,  a n d  A .  
K o n d o r o s i .  1 9 8 4 .  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  R h i z o b i u m  
m e l i l o t i  n o d u l a t i o n  g e n e s .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  1 2 : 9 5 0 9 -
9 5 2 4 .  
V e r m a ,  D .  P .  S .  a n d  S .  L o n g .  1 9 8 3 .  T h e  m o l e c u l a r  b i o l o g y  o f  
R h i z o b i u m - 1 e q u m e  s y m b i o s i s .  I n t .  R e v .  C y t o l .  S u p p l .  
1 4 : 2 1 1 - 2 4 5 .  
V e r m a ,  D .  P .  S . ,  R .  H a u g l a n d ,  N .  B r i s s o n ,  R .  P .  L e g o c k i  ,  a n d  
L .  L a C r o i x .  1 9 8 1 .  R e g u l a t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  
1 e g h a e m o g l o b i n  g e n e s  i n  e f f e c t i v e  a n d  i n e f f e c t i v e  r o o t  
n o d u l e s  o f  s o y b e a n .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  6 5 3 : 9 8 - 1 0 7 .  
1 8 6  
W a t s o n ,  R . ,  T .  C .  C u r r i e r ,  M .  P .  G o r d o n ,  M . -  D .  C h i l t o n ,  a n d  
E .  W .  N e s t e r .  1 9 7 5 .  P l a s m i d  r e q u i r e d  f o r  v i r u l e n c e  o f  
A q r o b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s .  J .  B a c t e r i o l  .  1 2 3  : 2 5 5 - 2 6 4  .  
W e l l s ,  S .  E .  a n d  L .  D .  K u y k e n d a l l .  1 9 8 3 .  T r y p t o p h a n  
a u x o t r o p h s  o f  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m .  J .  B a c t e r i o l .  
1 5 6 : 1 3 5 6 - 1 3 5 8 .  
W e r n e r ,  D .  E .  M o r s c h e l  ,  R .  S t r i p f ,  a n d  B .  W i n c h e n b a c h .  1 9 8 0  .  
D e v e l o p m e n t  o f  n o d u l e s  o f  G l y c i n e  m a x  i n f e c t e d  w i t h  a n  
i n f e c t i v e  s t r a i n  o f  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m .  P l a n t a  1 4 7 : 3 2 0 -
3 2 9  .  
Y e l t o n ,  M .  M . ,  S .  S .  Y a n g ,  S .  A .  E d i e ,  a n d  S .  T .  L i m .  1 9 8 3 .  
C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a n  e f f e c t i v e  s a l t - t o l e r a n t ,  f a s t -
g r o w i n q  s t r a i n  o f  R h i z o b i u m  j a p o n i c u m .  J .  G e n .  M i c r o b i o l .  
1 2 9 : 1 5 3 7 - 1 5 4 0 .  
Z u r k o w s k i ,  W .  a n d  Z .  L o r k i e w i c z .  1 9 7 9 .  P I a s m i d - m e d i a t e d  
c o n t r o l  o f  n o d u l a t i o n  i n  R h i z o b i u m  t r i f o l i i .  A r c h .  
M i c r o b i o l  .  1 2 3 : 1 9 5 - 2 0 1  .  
1 8 7  
A C K N O W L E D G E M E N T S  
I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  D r .  P e t e r  P a t t e e ,  D r .  P a u l  
H a r t m a n ,  D r .  J o a n  S t a d l e r ,  a n d  D r .  D a v i d  M o r r i s  f o r  s e r v i n g  
o n  m y  c o m m i t t e e  a n d  f o r  t h e i r  h e l p f u l  s u g g e s t i o n s  a n d  a d v i s e .  
I  a l s o  t h a n k  D r .  A 1  L i  f o r  h i s  e n t h u s i a s m  f o r  r e s e a r c h  a n d  
h i s  i n t e r e s t  i n  m y  g r a d u a t e  w o r k .  I  w o u l d  e s p e c i a l l y  l i k e  t o  
t h a n k  D r .  A l a n  A t h e r l y  f o r  h i s  e x c e l l e n t  g u i d a n c e ,  
e n c o u r a g e m e n t ,  m o t i v a t i o n ,  a n d  s u p p o r t .  I  w o u l d  a l s o  l i k e  t o  
a c k n o w l e d g e  t h e  e x c e l l e n t  t e c h n i c a l  a s s i s t a n c e  o f  J i m  
C a v a l c o l i ,  J a m i e  Y o u n g ,  a n d  D i a n e  T o m .  A l s o ,  t h a n k s  t o  
M i c h e l l e  B r i m  f o r  h e l p  w i t h  t h e  c h r o m o s o m a l  l i n k a g e  s t u d y .  I  
w o u l d  a l s o  l i k e  t o  t h a n k  m y  p a r e n t s  f o r  t h e i r  l o v i n g  s u p p o r t  
a n d  e n c o u r a g e m e n t  a n d  e s p e c i a l l y  m y  h u s b a n d  M i c h a e l  w h o  h a s  
b e e n  a  c o n s t a n t  s o u r c e  o f  l o v e  a n d  i n s p i r a t i o n  d u r i n g  t h e  
c o u r s e  o f  t h i s  s t u d y .  
